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1 Zur Einleitung
1.1 Protein-Protein-Interaktionen als
”
neue“
Zielstrukturen der Wirkstoffentwicklung
Die Entwicklung neuer Wirkstoffe stellt das Hauptaugenmerk der modernen Pharmazie
und medizinischen Chemie dar. Die daraus resultierenden Therapeutika greifen in
vivo in zellula¨re Funktionen ein, die zumeist nicht durch isolierte Faktoren, sondern
durch das Zusammenspiel von Multiproteinkomplexen gesteuert werden. Diese Form
der natu¨rlichen Prozesssteuerung in Zellen bietet einen Zugang zu neuen Strategien fu¨r
die gezielte Hemmung durch Inhibitoren (Antagonisten) oder die Stimulation mit einem
Agonisten. Dabei wird nicht die Substratbindetasche adressiert (klassische, kompetitive
Inhibitoren), sondern die Kontaktfla¨che der am Komplex beteiligten Proteine (Protein-
Protein-Interface, PPI). [2–6]
Fu¨r die Anwendbarkeit einer solchen, nichtkompetitiven Regulierung mu¨ssen verschie-
dene Randbedingungen gegeben sein, um erfolgreich in die Funktionalita¨t eingreifen
zu ko¨nnen. Neben den konventionellen Bedingungen wie (oraler) Bioverfu¨gbarkeit,
ausreichender Zellpermeabilita¨t und metabolischer Stabilita¨t im Ko¨rper, um den Wirk-
ort zu erreichen, muss es zudem mo¨glich sein, u¨berhaupt in die Bindung zwischen
den Polypeptidketten eingreifen zu ko¨nnen. Permanente Oligomere ko¨nnen nur in
der Bildungsphase adressiert werden, Peptide transienter Komplexe a¨ndern u.U. in
der freien Variante ihre Struktur, die vor einer erfolgreichen Wirkstoffentwicklung
zuna¨chst meist aufwa¨ndig bestimmt werden muss. Außerdem sind die Kontaktfla¨chen
der beteiligten Bindungspartner im Vergleich zur Oberfla¨che eines Wirkstoffs in Form
eines Kleinmoleku¨ls bis 500 Da mit meist deutlich u¨ber 1000 A˚
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derart groß, dass die
Platzierung eines solchen Moleku¨ls u.U. toleriert wird und sich der Komplex weiterhin
ausbilden und seine Funktionalita¨t behalten ko¨nnte. [1,4,7–9]
Bei der Entwicklung von PPI-Inhibitoren zeigten sich in ju¨ngerer Vergangenheit drei
mo¨gliche Klassen: hochspezifische Antiko¨rper, aus der Struktur des komplementa¨ren
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Bindungspartners abgeleitete peptidische Inhibitoren bzw. Peptidomimetika und arznei-
stoffa¨hnliche Kleinmoleku¨le (drug-like inhibitors). Die Anwendungsbreite erstreckt
sich u¨ber die gesamte Vielfalt menschlicher Krankheitsbilder (Krebs [10,11], HIV [12,13],
parasita¨re Chagas-Krankheit und afrikanische Schlafkrankheit [14], Immunsuppression
u.v.a.m. [4,15]). Im methodischen Ansatz zur Wirkstoffentwicklung mit dem Ziel der
Protein-Protein-Interfaces findet man ebenso die gesamte Bandbreite experimenteller
wie computerunterstu¨tzter Varianten (z.B. High-Throughput-Screening großer Bibliothe-
ken mit biochemischen, massenspektrometrischen und spektroskopischen Methoden [4],
Tethering [16] und andere fragmentbasierte Methoden [17–19], Strukturaufkla¨rung mit-
tels Proteinkristallographie [20] und NMR-Spektrometrie [18,21], Docking bzw. Virtuell
Screening [22–25], Datenbankauswertungen [26,27], Molekulardynamiksimulation [21], etc.).
Bevor jedoch die Wirkstoffentwicklung in Angriff genommen werden kann, mu¨ssen
bei einigen Ansa¨tzen konkrete Informationen zur Auspra¨gung des PPI erlangt werden.
Diese umfassende Charakterisierung zielt darauf ab, einen geeigneten Bindebereich auf
der Oberfla¨che des monomeren Proteins zu adressieren, um die Affinita¨t der Polypeptid-
ketten untereinander signifikant zu senken und mit der Komplexbildung konkurrieren
zu ko¨nnen. Bei vielen Proteinkomplexen konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass
eng abgegrenzte Bereiche des Interface u¨berproportional zur Affinita¨t beitragen und
sogenannte Hot-Spots bilden. [28–30] Diese sind bevorzugt als Binderegionen zu sehen,
sind aber nicht notwendigerweise am besten geeignet, da die Oberfla¨chenbeschaffenheit
des Proteins als zweiter wichtiger Einflussfaktor dem gegenu¨bersteht. Ha¨ufig sind diese
Bereiche eher flach ausgebildet und wu¨rden einen Liganden nur ungenu¨gend vor Zutritt
des Lo¨semittels schu¨tzen. [31] So mu¨ssen zuna¨chst strukturbasierte und energetische
Informationen durch experimentelle Studien (Alaninescan in Verbindung mit (bioche-
mischen) Assays [32–34], nichtdenaturierende Massenspektrometrie [35–37], dynamische
Lichtstreuung [38], Proteinkristallographie [39,40]), Datenbankanalyse [41,42] und in silico
Berechnungen gewonnen werden. [3,43–47]
Eine wichtige Rolle bei der Charakterisierung von Proteinkomplexen und deren
anschließenden Adressierung mit einem Liganden stellt deren innere Struktur dar:
Heterooligomere sind meist einfacher zu charakterisieren, falls die einzelnen Bestandteile
getrennt voneinander produziert werden ko¨nnen. Damit sind strukturelle Daten sowohl
im monomeren als auch im oligomeren Zustand prinzipiell zuga¨nglich, zusa¨tzlich la¨sst
sich der Komplexbildungsprozess in vitro verfolgen. Homooligomere bilden in der
Regel schon bei oder kurz nach der Produktion selbststa¨ndig den Komplex aus und
2
1.2 tRNA-Guanin Transglycosylase in der Pathogenita¨t der Shigellenruhr
ko¨nnen danach oft nicht mehr einfach getrennt werden, sodass Vera¨nderungen in der
Struktur zwischen Monomer und Oligomer schwer identifizierbar sind. Typischerweise
sind Homooligomere funktionell obligat, d.h. sie sind nur im Komplex aktiv. Dies kann
sich u.U. auch auf die Stabilita¨t der einzelnen Polypeptidketten auswirken, die bei
Monomerisierung denaturieren ko¨nnten (strukturell obligat). Heterooligomere hingegen
werden ha¨ufig an verschiedenen Orten der Zelle bereitgestellt, bevor sie an anderer
Stelle den Komplex ausbilden. Dieser kann permanent (dann auch funktionell obligat)
oder transient (dann meist mit regulatorischem Charakter oder als Transportkomplex)
ausgepra¨gt sein. So ergibt sich, dass transiente Heterooligomere einfach, permanente
Homooligomere hingegen schwierig mit Liganden im Bereich des Protein-Protein-
Interface zu adressieren sind. [48]
1.2 tRNA-Guanin Transglycosylase in der Pathogenita¨t
der Shigellenruhr
Shigella-Bakterien lo¨sen nach Befall der menschlichen Darmschleimhaut Entzu¨ndungsre-
aktionen verbunden mit kolikartigen Schmerzen, blutigem Stuhl und starkem Durchfall
aus – Symptome der Shigellenruhr. Die Krankheit ist verbreitet in Entwicklungsla¨ndern
auf dem afrikanischen Kontinent, in Su¨damerika und Su¨dostasien anzutreffen und kann
sich u¨berall dort epidemieartig manifestieren, wo der Zugang zu sauberem Trinkwas-
ser durch Armut, Kriegswirren, Naturkatastrophen und die verbreitete Einrichtung
großer Flu¨chtlingslager erschwert bis unmo¨glich ist. Die U¨bertragbarkeit ist durch
eine sehr niedrige Anzahl zur Infektion beno¨tigter Bakterien – 10 bis 100 von ihnen
ko¨nnen ausreichend sein – in besonderem Maße begu¨nstigt. Weltweit wurde in den
1990er Jahren von bis zu 165 Millionen Neuerkrankten ja¨hrlich berichtet [49,50], davon
starben ca. 1.1 Millionen. Besonders Kinder unter fu¨nf Jahren sind aufgrund ihrer
schwachen ko¨rperlichen Konstitution betroffen (ca. 60% aller Todesopfer, 70% aller
Infizierter). In den Industriela¨ndern der westlichen, entwickelten Welt sind hingegen
nur ein Hundertstel der Fallzahlen zu verzeichnen.
Shigella-Bakterien als Gruppe gramnegativer Sta¨bchenbakterien der Enterobacte-
riaceae lassen sich in vier Stra¨nge S.flexneri, S.sonnei, S.boydii und S.dysenteriae
aufteilen, wobei diese je nach Region unterschiedlich stark pathogen in Erscheinung
treten (vorwiegend S.flexneri in Afrika, Asien und Su¨damerika, S.sonnei in den Indus-
triela¨ndern) und z.T. noch verschiedene Serotypen beinhalten. S.dysenteriae lo¨st durch
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Abbildung 1.1: Invasion des Darmepithels durch S.flexneri. Shigella nutzt fu¨r die Transzytose die
M-Zellen, induziert deren Apoptose und attackiert die Epithelzellen anschließend von
der basolateralen Seite, um sich dann innerhalb der Darmwand von Zelle zu Zelle
zu verbreiten. Die wesentlichen Virulenzfaktoren sind entsprechend angegeben. Die
initiale Regulation basiert auf VirF, das von durch TGT modifizierter tRNA abha¨ngig
ist. Abbildung angepasst nach Schro¨der et al. [51]
die Produktion des Shigatoxins akute Vergiftungserscheinungen auch ohne eine Invasion
in das Epithelgewebe des Darms aus. Allgemein beobachtet man seit dem Einsatz ga¨ngi-
ger Antibiotika eine starke Tendenz zur Ausbildung von Resistenzen. Gegen die Klasse
der Sulfonamide, Tetracyclin, Ampicillin und Trimethoprim-Sulfamethoxazol zeigt sich
eine große Zahl von Sta¨mmen widerstandsfa¨hig und es tritt kein Therapieerfolg auf.
Aus diesem Grunde hat die Weltgesundheitsorganisation WHO dazu aufgerufen, einen
Entwicklungsschwerpunkt auf neue Therapeutika gegen Shigellenruhr zu legen.
Um die Darmzellen zu attackieren bilden Shigellen einen komplexen Mechanimus
aus, der den Schutz der Epithelwand umgeht. Shigellen sind dabei in der Lage, durch
M-Zellen und Makrophagen in die Enterozyten der Schleimhaut einzudringen. Der Weg
u¨ber M-Zellen ist durch deren enge Assoziation mit den Makrophagen gekennzeichnet,
durch deren Befall die Transzytose ermo¨glicht wird (Abbildung 1.1). Die Invasion
(gesteuert u¨ber das Invasin IpaB) der Makrophagen induziert deren Apoptose (u¨ber
die Produktion von IL-1β), welche wiederum durch Freisetzung von u.a. IL-18 den
basolateralen Zugang in die Enterozyten ermo¨glicht. Insgesamt handelt es sich dabei um
eine ’Umprogrammierung’ der regula¨ren Immunantwort. Innerhalb des Epithelgewebes
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verbreiten sich die Bakterien dann durch Freisetzung von VirG (IcsA), welches die
Aktin-Polymerisation auslo¨st, sehr schnell von Zelle zu Zelle und infizieren so großfla¨chig
den Dickdarm. [51,52]
Das gesamte Virulenzsystem von Shigella-Bakterien ist auf einem einzigen Viru-
lenzplamid kodiert und zentral durch die Expression der Proteine VirB und VirF
gesteuert. Der Regulationsmechanismus basiert auf den Signalen von Temperatur,
pH-Wert, Osmolarita¨t und Superhelizita¨t der bakteriellen DNA. Zusa¨tzlich ist das Vor-
handensein modifizierter tRNAs ein notwendiges Kriterium fu¨r die effiziente Translation
von VirF-mRNA. Diese Hypermodifikation findet durch das Enzym tRNA-Guanin-
Transglycosylase (TGT) statt, welches das genetische codierte Guanin am Anticodon-
loop von tRNAAsp, tRNAAsn, tRNAHis und tRNATyr zuna¨chst gegen die Base preQ1 (7-
Aminomethyl-7-deazaguanin) an der wobble-Position austauscht. Diese wird dann weiter
zu Q (7-(((4,5-cis-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-yl)amino)methyl)-7-deazaguanosin) um-
gewandelt. Die hochspezifische Erkennung am RNA-Motiv U33G34U35N36 (N=A,C,G,U)
erfolgt u¨ber Wechselwirkungen mit Arg286 und Arg289. [52–55]
Auf dem Weg zu neuen, wirksamen und selektiven Therapeutika gegen Shigella
ko¨nnte hier ein entscheidender Ansatzpunkt gegeben sein. Durchbricht man mit einer
Inaktivierung oder Blockade der TGT das Virulenzsystem, so kann das Eindringen in
das Epithelgewebe verhindert und damit der Ausbruch der Shigellose verhindert werden.
TGTs treten in allen Doma¨nen der belebten Welt auf, jedoch in unterschiedlichen Modi-
fikationen. Lediglich in Eubakterien (wie E.coli und somit auch S.flexneri) wird preQ1
als Substrat erkannt, in Archaebakterien liegt eine ausschließliche Spezifita¨t fu¨r preQ0
(7-Cyano-7-deazaguanin) vor, in Eukaryoten wird direkt Queuin in die tRNA eingebaut,
obwohl die kleineren Moleku¨le preQ0 und preQ1 ebenfalls umgesetzt werden. Die Sub-
stratspezifita¨t ist dabei Ausdruck weitreichender struktureller Unterschiede der TGTs.
Durch Vergleich der Sequenzidentita¨t verschiedener Spezies konnte die evolutiona¨re
Entwicklung der TGT nachvollzogen werden: Ausgehend von einem Vorla¨uferprotein
mit abzweigendem Ast zu Archaebakterien fand die Differenzierung u¨ber Eubakterien
hin zur spezialisierten Form bei den Eukaryoten statt. Die Sequenzidentita¨t zwischen
Eubakterien und Archaebakterien liegt beispielsweise bei nur 20–25%, wa¨hrend zwi-
schen Homo sapiens (Eukaryot) und Zymomonas mobilis (Eubakterium) ein Wert von
43% gefunden wird. [54,56] Ausgehend von den Befunden u¨ber die Selektivita¨t an der
katalytischen Tasche war es in den letzten Jahren mo¨glich, hochgradig selektive wie po-
tente Liganden fu¨r die Bindetasche der TGT aus Zymomonas mobilis mittels rationalen,
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strukturbasierten Wirkstoffdesigns zu entwickeln. [57–61] Mit einer Sequenzidentita¨t von
60.4% zu TGT aus S.flexneri eignet sich dieses Modellprotein auf Grund der leichten
Zuga¨nglichkeit und guten Charakterisierbarkeit mit Ro¨ntgen-Protein-Kristallographie
sowie biochemisch nahezu identischer Eigenschaften hinsichtlich der tRNA-Modifikation
hervorragend fu¨r die Ligandentwicklung. [62–64]
Bemerkenswert ist, dass neben den Differenzen in der Bindetaschenauspra¨gung auch
die Quarta¨rstruktur des katalytisch aktiven Enzyms bzw. dessen Komplexes mit tRNA
variiert. Fu¨r die eukaryotische Variante wurde mehrfach u¨ber eine heterodimere Struk-
tur mit nur einer katalytischen Untereinheit TGT und einem weiteren Protein Qtrtd1
berichtet, die bisher jedoch nicht strukturell charakterisiert werden konnte. [56,65,66]
Durch getrennte Expression der beiden Untereinheiten und anschließende in vitro
Heterodimerbildung konnte die Zusammensetzung ku¨rzlich sowohl mittels nativer
Massenspektrometrie als auch durch einen funktionellen Assay verifiziert, mit Ro¨ntgen-
Proteinstrukturanalyse die Untereinheit Qtrtd1 aus mus musculus als Homodimer
charakterisiert werden. [67] Im Gegensatz dazu modifizieren eu- und archaebakterielle
TGT nur in homodimerer Form die vorhandene tRNA. Fu¨r Eubakterien wurde dies
am Beispiel der TGT aus Zymomonas mobilis durch eine Ro¨ntgen-Proteinstruktur
fu¨r den Kristallverband illustriert. [55] Ebenfalls konnte man deren enzymatisch aktive
Zusammensetzung (TGT)2tRNA in Lo¨sung durch native Massenspektrometrie nachwei-
sen. Dabei ist nur eine der identischen Untereinheiten katalytisch wirksam, die andere
stabilisiert u¨ber Lys125 und Arg132 die gebundene TGT. [39,68] Auch fu¨r E. coli wurde
auf die Homooligomerisierung bei ho¨heren Konzentrationen ohne die Anwesenheit des
Substrats hingewiesen. [62] Die Bindung an archaebakterielle TGT findet auf ga¨nzlich
Abbildung 1.2: Vergleich der tRNA-TGT Komplexe aus Eu- und Archaebakterien: A, Fu¨r Zymomo-
nas mobilis (PDB-Code: 1Q2R) bilden zwei Polypeptidketten (blau und gru¨n) den
aktiven Enzymkomplex zusammen mit tRNA (violett). Wa¨hrend der gru¨ne Dimer-
partner die katalytische Funktion u¨bernimmt, stabilisiert der blaue die Bindung der
tRNA. B, Detail der tRNA-Stabilisierung durch den zweiten Dimerpartner. Ein außen
liegender Loop u¨bernimmt mit der Seitenkette von Lys125 und der Hauptkette an
Asp129 und Leu130 zusammen mit der Seitenkette von Arg77 die Ausbildung von
Wasserstoffbru¨ckenbindungen zu den nahen Nukleobasen dCMP27 sowie dAMP25. C,
Fu¨r Pyrococcus horikoshii (pdb-Code: 1J2B) wird ebenfalls ein Homodimer (Polypep-
tidketten in gru¨n und blau dargestellt, tRNA in violett) als aktiver Enzymkomplex
ausgebildet. Durch eine zusa¨tzliche Domain am C-Terminus erfolgt jedoch die Stabili-
sierung der tRNA zwingend in einer abweichenden Konformation, sodass eine andere
Nukleobase an Position 15 ausgetauscht wird. D, Die U¨berlagerung von TGT Mono-
meren aus Zymomonas mobils (gru¨n, pdb-Code: 1PUD) und Pyrococcus horikoshii
(blau, pdb-Code: 1Q2R) zeigt die strukturelle A¨hnlichkeit der katalytischen Doma¨nen,
die als TIM-Barrel ausgeformt ist, und der Zink-Bindestelle. Archaebakterien verfu¨gen
daru¨ber hinaus u¨ber eine weitere Doma¨ne am C-Terminus.
6
1.2 tRNA-Guanin Transglycosylase in der Pathogenita¨t der Shigellenruhr
7
1 Zur Einleitung
verschiedene Weise statt, die tRNA wird an Position 15 statt an Position 34 modifiziert,
die Bindetasche ist signifikant kleiner. Auf Grund der geringen Homologie ist die
Tertia¨rstruktur bereits ga¨nzlich abweichend, wenn auch fu¨r die Umsetzung des Substrats
ein Homodimer gebildet wird. [56]
Durch die notwendige Bedingung der Ausbildung einer definierten Quarta¨rstruktur fu¨r
die katalytische Aktivita¨t ero¨ffnet sich ein weiterer Mechanismus der Hemmung des
Enzyms TGT in Shigella. Dafu¨r muss ein Ligand an der Protein-Protein-Kontaktfla¨che
(Interface) platziert werden, der die Oligomerisierung unterdru¨ckt. Eine Selektivita¨t
potentieller Hemmstoffe gegenu¨ber menschlicher TGT ergibt sich aus den unterschied-
lichen Komplexpartnern, die ein signifikant verschiedenes Interface vermuten lassen.
In ersten Studien mit Interface-Mutationen an TGT aus Zymomonas mobilis konnte
durch Lo¨schung von Wasserstoffbru¨cken eine signifikante Reduzierung der katalyti-
schen Aktivita¨t und das partielle Auftreten monomerer TGT beobachtet werden. [39,68]
Liganden, die mit ihrem Grundgeru¨st in der Bindetasche platziert mit einer Seitenket-
te durch einen Tunnel bis in den Bereich der Protein-Protein-Kontaktfla¨che reichen,
ko¨nnen dort ebenfalls zu strukturellen Vera¨nderungen fu¨hren und die Oligomerisie-
rung behindern. [61,68] Derartige Effekte wurden parallel zu dieser Arbeit durch Florian
Immekus detailliert untersucht. [69]
1.3 Motivation und Aufgabenstellung der Arbeit
Da fu¨r den regulatorischen Mechanismus der tRNA-Modifikation in S.flexneri die Aus-
bildung des aktiven Homodimers der tRNA-Guanin-Transglycosylase eine notwendigen
Voraussetzung darstellt, wurde die Mo¨glichkeit in Erwa¨gung gezogen, diese zu blockie-
ren. Dies sollte sich durch Schwa¨chung und Auflo¨sung des Protein-Protein-Kontakts
des Enzyms wirksam realisieren lassen: Die Platzierung eines stark bindenden Liganden
im Bereich des Interface zwischen den beiden beteiligten Polypeptidketten sollte so die
Ausbildung der aktiven Konformation des Enzyms verhindern. Mit den Beobachtungen
von Ritschel et al. [39,68] konnte erstmals gezeigt werden, dass eine Modifikation der
Seitenketten im Interface-Bereich mit verminderter Wechselzahl des Enzyms und einem
detektierbaren Anteil als Monomer vorliegender Proteinmoleku¨le einhergeht. Davon
ausgehend und mit dem Ziel, Ansa¨tze fu¨r das strukturbasierte Wirkstoffdesign eines
PPI-Liganden abzuleiten, galt es in dieser Arbeit zuna¨chst, die Struktur-Affinita¨ts-
Beziehung am Protein-Protein-Interface der TGT aus Zymomonas mobilis, einem
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etablierten Modellsystem fu¨r das homologe Enzym in Shigella, genauer zu charakterisie-
ren (Kapitel 3.1 und 3.2). Hierbei waren zusa¨tzliche Erkenntnisse fu¨r das grundsa¨tzliche
Versta¨ndnis von Protein-Protein-Kontakten zu erwarten. In weiterer Folge sollte durch
eine gezielte Modifikation beteiligter Aminosa¨uren, basierend auf den zuvor ermittelten
Charakteristika, das Protein in monomerer Form dargestellt und strukturell wie funk-
tionell untersucht werden (Kapitel 3.3 und 3.5). Die anschließende Aufkla¨rung einer
Proteinstruktur atomarer Auflo¨sung mittels Einkristall-Ro¨ntgenstrukturanalyse war
als Ausgangspunkt fu¨r alle weiteren U¨berlegungen, die u¨ber zu entwickelnde Liganden
angestellt werden, nahezu unabdingbar.
Lediglich der Ansatz eines Tethering-Fragment-Screenings an einer Cystein-Seitenkette
entlang bzw. in unmittelbarer Na¨he des Interface umgeht die vollsta¨ndige strukturelle
Charakterisierung. Deshalb wurde diese Methode gewa¨hlt, um auf unabha¨ngigem Wege
erste Erkenntnisse zu relativen Affinita¨tsabstufungen verschiedener Fragmentmoleku¨le
am Interface-Bereich ableiten zu ko¨nnen (Kapitel 3.7). Weiterhin kann durch die
notwendige Cystein-Mutante sowie die kovalente Verknu¨pfung mit einem potentiell
bindenden Kleinmoleku¨l die Bindung der Polypeptidketten zusa¨tzlich geschwa¨cht
werden. Die Notwendigkeit neu zu etablierender Kristallisationsbedingungen fu¨r die
weitere strukturelle Aufkla¨rung der Proteingestalt und der Ligandplatzierung kann
jedoch auch hiermit nicht umgangen werden. Insofern sollte die Aufkla¨rung einer
ersten Proteinstruktur unter Beteiligung eines durch Tethering kovalent gebundenen
Fragments den Abschluss der experimentellen Arbeiten bilden und den Weg zu weiteren
Designzyklen im strukturbasierten Wirkstoffdesign bereiten.
Neben diesen zwei Bereichen, die stark auf das
”
Zielprotein TGT“ fokussiert sind, sollte
zusa¨tzlich an Hand des
”
Modellproteins TGT“ die Methode der Molekulardynamik-
simulation fu¨r die in silico Charakterisierung von großen biologischen Systemen bzw.
von komplexen Fragestellungen wie der Ligandaffinita¨t unter Beru¨cksichtigung vieler
Variablen getestet werden. Da die Adressierung eines Protein-Protein-Interface mit
einem potenten Hemmstoff ein vielschichtigerer Prozess ist als die analoge Platzierung
in einer zuvor bereits identifizierten Bindetasche, ist der Einsatz einer solch rechenin-
tensiven computerchemischen Methode durchaus gerechtfertigt (Kapitel 3.1, 3.2 und
3.7). Experimentelle Methodenentwicklung war zwar durch den etablierten Umgang mit
TGT in den beteiligten Arbeitsgruppen nicht als Aufgabe vorgesehen, wurde aber im
Zuge der Proteinproduktion und der anschließenden Aufreinigung notwendig (Kapitel
3.3).
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2.1 Computermethoden
Molekulardynamik
Zur Durchfu¨hrung der Molekulardynamik-Simulationen (MD) wurde AMBER11 [70]
genutzt. Startstrukturen wurden aus der Proteindatenbank (PDB) u¨bernommen und
entweder unvera¨ndert eingesetzt oder zuna¨chst in der Aminosa¨uresequenz mit Pymol [71]
modifiziert. Eine Anpassung der Protonierungszusta¨nde der Histidine erfolgte nach
visueller Kontrolle (HID, HIE). Parameter fu¨r das Zinkion in der Struktur wurden
von Pang [72,73] u¨bernommen, der die tetraedrische Geometrie der Koordinationsspha¨re
mittels vier masselosen Dummyatomen mit je einer Ladung von +0.5 umsetzt (siehe
auch http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/camdl/zinc protein.cfm). Koordi-
nierende Cysteine wurden mit speziellen Parametern (CYM) verwendet. Um dimere
Strukturen zu erhalten, wurde gema¨ß der Raumgruppe C2 ein symmetriea¨quivalentes
Monomer hinzugefu¨gt (z.B. pdb-Struktur 1PUD). Liganden sowie nichtwa¨ssrige Lo¨semit-
tel wurden zuna¨chst in antechamber unter Verwendung des generalized amber force field
(gaff) [74] parametrisiert, die Ladungsberechnung erfolgte nach der bcc-Methode [75,76].
tleap wurde verwendet, um fehlende Wasserstoffatome hinzuzufu¨gen, die Gesamtladung
des Systems mit Hilfe von Natrium- bzw. Chloridionen auszugleichen und das Protein
zu solvatisieren (explizietes Wassermodell TIP3PBOX [77]).
Alle Simulationen wurden unter periodic boundary Bedingungen mit pmemd oder
pmemd.cuda unter Verwendung des Kraftfeldes ff99SB [78] mit einem cutoff von 10 A˚
fu¨r nichtbindende Interaktionen, der particle mesh Ewald -Methode [79] sowie des SHAKE
Algorithmus [80] fu¨r feste Werte aller Bindungsla¨ngen zu Wasserstoffatomen durchge-
fu¨hrt. Die Zeitschritte fu¨r die Simulationen betrugen 2 fs; Langevin Dynamics [81] mit
einer Kopplungsfrequenz zwischen externem Wa¨rmereservoir und Simulationssystem
von 1 ps−1 zur Temperaturregulierung und isotropic position scaling mit einer Relaxa-
tionszeit von 1 ps zur Druckanpassung wurden genutzt.
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Tabelle 2.1: Allgemeiner Algorithmus zum Setup einer MD
Schritte/Zeit festgehaltene Positionen Bedingungen
a, 500 Protein und Zn2+, 100 steepest decent,
500 kcal mol−1 A˚
−2
400 conjugate gradient
b, 2500 – 1000 steepest decent,
1500 conjugate gradient
c, 100 ps Protein und Zn2+, NVT, Aufheizen 0 K ... 300 K
50 kcal mol−1 A˚
−2
d, 100 ps Protein und Zn2+, NPT, p = 1 bar, T = 300 K
25 kcal mol−1 A˚
−2
e, 20 ns – NPT, p = 1 bar, T = 300 K
MD zur Bestimmung von Protein-Protein-Interaktionsenergien: Grundlage
zur Berechnung von freien Bindungsenthalpien mit dem Programmteil MMPBSA.py (in
weiten Teilen der Methodik nach Gohlke et al. [43] folgend) stellten MD-Simulationen
von verschieden mutierten Varianten des Proteins TGT (pdb-Eintrag 1PUD) nach
dem Schema in Tabelle 2.1 dar. Die erhaltenen Trajektorien wurden mit ptraj ana-
lysiert (rms, 2drms, clustering, Wasserstoffbru¨ckenbindungen etc.) und die letzten
10 ns der Simulation fu¨r die Energieberechnung genutzt. Dazu wurden zuna¨chst die
Lo¨sungsmittelmoleku¨le, alle Gegenionen und die Zinkionen entfernt und eine repra¨sen-
tative Auswahl von Koordinatensa¨tzen (121 Snapshots) extrahiert. Die Berechnung
der Enthalpie erfolgte gema¨ß dem Poisson-Boltzmann-Modell [75] zur Na¨herung der
solvensvermittelten elektrostatischen Interaktionen sowie dem LCPO-Modell [82] zur
Abscha¨tzung der hydrophoben Oberfla¨che. Einzelbeitra¨ge zur freien Enthalpie aus-
gewa¨hlter Aminosa¨uren konnten mit der per residue energy decomposition berechnet
werden, wie sie im Programmteil MM PBSA.pl implementiert ist.
Solvent-mapping eines TGT-Monomers: Der erstmals von Seco et al. [83] publi-
zierten Methodik folgend wurde das Protein in einer Solvensmischung aus Isopropanol
und Wasser simuliert. Mit packmol [84,85] wurde zuna¨chst eine dichte Packung von
iPrOH (12 Moleku¨le) und H2O (240 Moleku¨le) erzeugt, anschließend mit pmemd in
einer 5 ns-Simulation (NPT, 1 bar, 300 K, Zeitschritt 1 fs, cutoff 8 A˚) equilibriert und
mit tleap Vielfache der Box zur Solvatation genutzt. Die Simulation umfasste eine
umfangreiche Equilibrierungssequenz analog zu Seco et al. und eine finale Trajektorie
von 50 ns (NPT, 1 bar, 300 K, Zeitschritt 2 fs, cutoff 10 A˚).
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2.2 Experimentelle Methoden
Die Analyse der Verteilung einzelner Atome (iPrOH-CMe, iPrOH-O) erfolgte mittels
grid -Befehl in ptraj, wobei ein Gitter von 0.5 A˚× 0.5 A˚× 0.5 A˚ auf die Solvensbox
angewendet wurde. Zur Visulaisierung wurde pymol verwendet. Es wurden solche
Punkte gezeigt, die mindestens das fu¨nffache der mittleren Dichte von iPrOH-O und
mindestens das zehnfache der mittleren Dichte von iPrOH-CMe erreichten (der doppelte
Wert ergibt sich aus den zwei zu beru¨cksichtigen Methylgruppen).
Simulationen zur Docking-Verifizierung: Strukturen gedockter Liganden wur-
den als Monomere behandelt und der allgemeinen Methodik folgend bearbeitet. Die
kovalente Anbindung des Liganden erfolgte nach vorheriger Parametrisierung als
Lig−S−S−CH2−CH3 in antechamber. Zusa¨tzlich wurden Parameter fu¨r die Disul-
fidbru¨cke zum Cystein im Protein aus dem gaff entnommen. Die Bindung zwischen
Protein und Ligand wurde in tleap manuell erstellt. Abweichend von der Standardproze-
dur wurde die Struktur u¨ber mehrere kurze Intervalle aufgeheizt (je 50 ps 0 K ... 150 K,
150 K ... 250 K, 250 K ... 300 K) und die Restraints auf Protein und Ligand gra-
duell verringert (je 50 ps 50 kcal mol−1 A˚
−2
, 15 kcal mol−1 A˚
−2
, 5 kcal mol−1 A˚
−2
und
2 kcal mol−1 A˚
−2
). Zur Auswertung der Ligandenflexibilita¨t wurde dessen Konformation
u¨ber die gesamte Simulationsdauer von 20 ns mittels ptraj in Cluster untergliedert
(Methode hierarchical, Differenzkriterium rms 1.5 mass). Außerdem wurden 2drms
Diagramme fu¨r den Liganden sowie die an der Bindetasche beteiligten Aminosa¨uren
erstellt. Als Referenzstruktur galt die Docking-Lo¨sung.
Docking
Kovalentes Docking inkl. des Bibliothekentwurfs wurde von Felix Terwesten in seiner Di-
plomarbeit durchgefu¨hrt. Ihm und Tobias Craan, der dazu erforderliche Hilfestellungen
geben konnte, sei fu¨r das Bereitstellen der Daten herzlich gedankt.
2.2 Experimentelle Methoden
Alle experimentellen Arbeiten wurden unter Einhaltung der erforderlichen Sicher-
heitsstufen entsprechend dem Gentechnikgesetz bzw. der Biostoffverordnung im S1
Laborbereich durchgefu¨hrt. Soweit notwendig wurden Arbeitsgera¨te und Medien vor
Benutzung sterilisiert (121 ◦C, 2.5 bar, 20 min; FVA/2, Fedegari Autoclavi SPA) und
in steriler Umgebung (HeraSafe KS15, Thermo Scientific) gearbeitet.
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Verwendete Chemikalien und Puffer
Alle Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung so genutzt, wie sie geliefert wurden.
Puffer wurden jeweils frisch hergestellt und mit Millipore Steritop (0.22 µm Porenweite)
sterilfiltriert.
Tabelle 2.2: Qualita¨t und Bezugsquellen verwendeter Chemikalien
Stoffbezeichnung Qualita¨t Bezugsquelle
Adenosintriphosphat (ATP) Roche
Agar, bakteriologisch hochreine Qualita¨t Carl Roth GmbH & Co. KG
Agarose Fluka Analytical
Ammoniumacetat min. 98%, reinst Riedel-de-Haen
Ammoniumperoxodisulfat (APS) min. 98%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Ammoniumsulfat min. 99%, p.a. Fluka Analytical
Ampicillin min. 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Anhydrotetracyclin-hydrochlorid 96.2% Fluka Analytical
Brilliant Blau R250 Carl Roth GmbH & Co. KG
Bromphenolblau Merck KGaA
Chloramphinicol min. 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Complete, EDTA frei Roche
D-Desthiobiotin IBA
Dimethylformamid (DMF) min. 99.5%, p.a. Merck KGaA
Dimethylsulfoxid (DMSO) min. 99.8%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Di-Natrium-ethylen-diamino-tetra-
acetat-dihydrat (EDTA)
min. 99% Merck KGaA
Dithiothreitol (DTT) min. 99%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Essigsa¨ure 100%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethanol min. 99.8%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
FastRuler DNA Ladder, Low Range SM1103 Fermentas
FastRuler DNA Ladder, Middle Range SM1113 Fermentas
Glucose
Glycerol 99%, reinst Acros Organics
Glycin min. 99%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Guanin
3H-Guanin Hartmann Analytic GmbH
Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co. KG
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsa¨ure (HEPES)
min. 99.5%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
2-[4’-Hydroxy-azophenyl]-benzoesa¨ure
(HABA)
Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)
min. 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
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Stoffbezeichnung Qualita¨t Bezugsquelle
Izit Crystal Dye Hampton Research
Kanamycinsulfat AppliChem
Magnesiumchlorid-hexahydrat min. 99%, p.a. Merck KGaA
6x Mass Ruler Loading Dye R0621 Fermentas
Methanol min. 99.99%, p.a. Fisher Chemical
Natriumchlorid min. 99.5%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumdodecylsulfat (SDS) p.a. Serva
Natriumhydroxid min. 99%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumiodid
PageRuler Prestaint Protein Ladder SM0671/2 Fermentas
Polyethylenglycol MW3350 (PEG3350) Fluka BioChemica
Polyethylenglycol MW8000 (PEG8000) Fluka Analytical
Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid:N,N-
Methylenbisacrylamid 37.5:1)
Carl Roth GmbH & Co. KG
Rotiphorese® 10x SDS-Page Carl Roth GmbH & Co. KG
Salzsa¨ure 32%, p.a. Fisher Scientific
SYBR® Safe DNA gel stain invitrogen
Szintillationslo¨sung Rotiszint®eco plus Carl Roth GmbH & Co. KG
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 99%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Trichloressigsa¨ure (TCA) min. 98%, rein Fluka Analytical
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)
min. 99.9%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
hydrochlorid (TRIS-HCl)
min. 99%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Trypton/Pepton aus Casein Carl Roth GmbH & Co. KG
Tween® 20 SigmaUltra Sigma-Aldrich
Unstained Protein Molecular Weight
Marker
SM0431 Fermentas
Tabelle 2.3: Zusammensetzung verwendeter Puffer, Lo¨sungen und Medien
Bezeichnung Zusammensetzung
Ammoniumacetatpuffer 150 mM Ammoniumacetat, in H2O, NH3 ad pH 7.0
Ampicillinlo¨sung 1.0 g Ampicillin p.a., H2O ad 10 mL
Anhydrotetracyclinlo¨sung 2 mg Anhydrotetracyclin, DMF ad 1 mL
APS-Lsg. 10% (w/v) APS, in H2O
Assay-Puffer (10x) 500 mM HEPES, 100 mM MgCl2, in H2O pH 7.3
Chloramphinicollo¨sung 340 mg Chloramphinicol p.a., Ethanol ad 10 mL
Cryopuffer A 20 µL Glycerol p.a., Kristallisationspuffer A ad 80µL
Cryopuffer B 20 µL Glycerol p.a., Kristallisationspuffer B ad 80µL
Cryopuffer C 20 µL Glycerol p.a., Kristallisationspuffer C ad 80µL
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Bezeichnung Zusammensetzung
Cryopuffer D 20 µL Glycerol p.a., 8 µL DMSO, Kristallisationspuffer D ad
80 µL
Entfa¨rbelo¨sung 500 mL H2O, 400 mL Methanol, 100 mL Essigsa¨ure
Fa¨rbelo¨sung 500 mL H2O, 400 mL Methanol, 100 mL Essigsa¨ure, 0.05% (w/v)
Brilliant Blue G250
GPC-Puffer 150 mM NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, in H2O pH 7.8
Guaninlo¨sung 188 µM, in H2O
HEPES-Puffer
Hochsalzpuffer 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 2 M NaCl, in H2O pH 7.8
IPTG-Stammlo¨sung 1 M IPTG in H2O
Kanamycinlo¨sung 300 mg Kanamycinsulfat p.a., H2O ad 10 mL
Kristallisationspuffer A 100 mM TRIS, 10% DMSO, 7% (w/v) PEG8000, in H2O pH
8.5
Kristallisationspuffer B 100 mM TRIS, 100 mM NaI, 20% (w/v) PEG3350, in H2O pH
7.8
Kristallisationspuffer C 100 mM TRIS, 10% DMSO, 12% (w/v) PEG8000, in H2O pH
8.5
Kristallisationspuffer D 0.2 M MgAC, 20% (w/v) PEG3350, in H2O
LB-Medium 10 g Trypthon, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, H2O ad 1 L
LB-Agar 10 g Trypthon, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 20 g Agar, H2O ad
1 L
Ligase-Puffer (10x) 400 mM TRIS-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP,
in H2O pH 7.8
Lyse-Puffer 20 mM TRIS, 10 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 Tablette Complete
je 50 mL, in H2O pH 7.8
Puffer A 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, in H2O pH 7.8
Puffer B 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 M NaCl, in H2O pH
7.8
Puffer C 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 M (NH4)2SO4, in
H2O pH 7.8
Puffer E 150 mM NaCl, 100 mM TRIS, 1 mMEDTA, 2.5 mM D-Desthio-
biotin, in H2O pH 7.8
Puffer R 150 mM NaCl, 100 mM TRIS, 1 mMEDTA, 1 mM HABA, in
H2O pH 7.8
Puffer Tango 33 mM TRIS, 10 mM Magnesiumacetat, 66 mM Kaliumacetat,
0.1 g L−1 BSA, in H2O pH 7.9 (fertig geliefert, Fermentas)
Puffer W 150 mM NaCl, 100 mM TRIS, 1 mM EDTA, in H2O, pH 7.8
Sammelgelpuffer 1 M TRIS, in H2O pH 6.8
SDS-Laufpuffer 1% (w/v) SDS, 250 mM TRIS, 2 MGlycin, in H2O pH 8.3
SDS-Lo¨sung 10% (w/v) SDS, in H2O
16
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Bezeichnung Zusammensetzung
SDS-Probenpuffer (4x) 250 mM TRIS, 8% (w/v) SDS, 40% (v/v) Glycerol, 0.04% Brom-
phenolblau (w/v), 200 mM DTT, in H2O pH 6.8
SOC-Medium 20 g Trypthon, 5 g Hefeextrakt, 0.5 g NaCl, 10 mM MgCl2,
0.4%(w/v) Glucose
TAE-Puffer (50x) 2 M TRIS, 50 mM EDTA, in H2O pH 7.8
Trenngelpuffer 1 M TRIS, in H2O pH 8.8
Tweenlo¨sung 1% (w/v) Tween®, in H2O
2x YT-Medium 16 g Trypthon, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, H2O ad 1 L
Verwendete Vektoren
Zu Beginn der Arbeit wurde das Plasmid, welches fu¨r tRNA-Guanin-Transglycosylase
aus Zymomonas mobilis codiert, im Vektor pET9d genutzt [62], der mit einer Ka-
namycinresistenz ausgestattet ist. Im spa¨teren Verlauf erfolgte eine Neuklonierung
mittels BSA I in den Vektor pASK-IBA13plus (IBA GmbH, Go¨ttingen - im Folgenden
pASK-IBA13+), der zusa¨tzlich einen strep-tag® II am Beginn der Aminosa¨urese-
quenz sowie eine Ampicillinresistenz codiert und unter Kontrolle eines tet-Respressors
steht. Im Zuge dessen wurde das gesamte Gen mit einer optimierten codon usage fu¨r
E.coli neu aufgebaut und durch die Firma Genart, Regensburg, synthetisiert sowie
in den Expressionsvektor kloniert. Beim Versuch, die Expressionsraten zu erho¨hen,
wurde in den Vektor pPR-IBA2 (IBA GmbH, Go¨ttingen) umkloniert (ebenfalls mit
Ampicillinresistenz, jedoch steht hier die Expression unter Kontrolle eines T7-Systems).
Tabelle 2.4: PCR Bedingungen
Reaktionskomponenten Reaktionsprotokoll
parenterale DNA 40 ng Startphase 120 s 95 ◦C
Primer forward 125 ng
Primer reverse 125 ng Denaturierung 20 s 95 ◦C
10x Puffer 5 µL Hybridisierung 10 s 60 ◦C
dNTP Mix 1 µL Synthese 150 s 68 ◦C
H2O ad 50 µL Zyklus 18x
DNA Polymerase 1 µL Endphase 300 s 68 ◦C
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Mutagenese
Anpassungen der Aminosa¨uresequenz wurden durch Primeramplifizierung wa¨hrend
einer PCR-Reaktion (siehe Tabelle 2.4, MiniCycler, MJ Research) nach dem Proto-
koll der QuikChange II und QuikChange Lightning Kits (Stratagene) durchgefu¨hrt.
Entsprechende Anweisungen zum Primerdesign wurden beru¨cksichtigt. Alle Primer
(siehe Tabelle 2.5) wurden durch MWG Operon, Ebersberg, synthetisiert, aufgereinigt
und mittels Massenspektrometrie analysiert. Die PCR wurde mit dem von Hersteller
vorgeschlagenen Temperaturprogramm durchgefu¨hrt und nicht mutierte, methylierte
Templat-DNA anschließend mittels Dpn I-Verdau eliminiert. Die anschließende Transfor-
mation von 2 µL der PCR-Reaktionsmischung erfolgte zuna¨chst in Plasmid-Host-Cells
der Escherichia coli-Stra¨nge XL1-Blue (Stratagene) bzw. XL10-Gold (Stratagene)
durch Inkubation auf Eis fu¨r 30 min und Hitzeschock (42 ◦C fu¨r 45 s bzw. 30 s). Zur
Selektion wurden die Zellen anschließend auf mit entsprechendem Antibiotikum ver-
setztem LB-Agar ausplattiert und bei 37 ◦C fu¨r 16 h inkubiert (Brutschrank, Heareus).
Die Anzucht einer Bakterienkultur erfolgte abschließend in Antibiotika-LB-Medium
ausgehend von einer vereinzelten Kolonie (37 ◦C, 225 rpm, innova 4230, New Brunswick
Scientific).
Tabelle 2.6: Im Rahmen der Arbeit hergestellte Plasmide und zugeho¨rige Wirtszellen
Variante Vektor Wirtszellen
ZM4–W326E-E339Q pET9d XL1-Blue, BL21(DE3)Codon+
ZM10 pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–W326E pASK-IBA13+ XL1-Blue, BL21 (DE3)Codon+
ZM10–E339Q pASK-IBA13+ BL21(DE3)Codon+
ZM10–Y330I pPR-IBA2 XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–Y330C pPR-IBA2 XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–Y330D pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–Y330D pPR-IBA2 XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–W326E-E339Q pASK-IBA13+ BL21(DE3)Codon+
ZM10–C158S-C281S pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–C158S-C281S-W326E-E339Q pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–F92C-C158S-C281S-W326E-E339Q pASK-IBA13+ BL21(DE3)Codon+
ZM10–F92C-C158S-C281S pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
ZM10–F92C-C158S-C281S pPR-IBA2 XL2-Blue, BL21(DE3)Codon+
ZM10–C158S-C281S-W326E-E339Q-I340C pASK-IBA13+ XL10-GOLD, BL21(DE3)Codon+
Das Plasmid wurde aus 4 mL der Kultur mittels dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit
II (PEQLAB Biotechnologie GmbH) durch eine Kombination von chemischer Zelllyse
und schneller chromatographischer Aufreinigung nach dem Protokoll des Herstellers
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peQlab, Erlangen, extrahiert und die Mutation durch DNA-Sequenzierung bei der
Firma Eurofins DNA, Ebersberg, nachgewiesen. Anschließend erfolgte der Einsatz zur
neuerlichen Mutagenese oder aber die finale Klonierung in E.coli -Zellen des Stammes
BL21-CodonPlus®(DE3)-RIL (Stratagene) (E. coli B F- ompT hsdS (rb
- mb
-)dcm+ Tetr
gal λ(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr]), im Weiteren als BL21(DE3)Codon+
bezeichnet, ebenfalls mittels Hitzeschock (20 s bei 42 ◦C), Selektion und Kulturanzucht
in mit den entsprechenden Antibiotika versetzten Medien. 0.7 mL der Kultur wurden
mit 0.3 mL Glycerol gemischt und bei −80 ◦C aufbewart.
Klonierung
Die Klonierung der Genabschnitte, die fu¨r den Strep-tag, den Linker, die Thrombin-
schnittstelle sowie die verschiedenen TGT Varianten kodieren, erfolgte in Zusammenar-
beit mit Jessica Ju¨ngel, Manuel Neeb und Inna Biela. Sowohl der Vektor pPR-IBA2
als auch die Plasmid-DNA der verschiedenen TGT Varianten wurden zuna¨chst mit
den Restriktionsenzymen NheI (New England Biolabs Inc.) (5’-Ende) und EcoRV
(New England Biolabs Inc.) (3’-Ende) bei 37 ◦C nach dem Protokoll des Herstellers
geschnitten (16 h, Ansatz siehe Tabelle 2.7).
Anschließend wurden die entstandenen Fragmente via Agarosegelelektrophorese ge-
trennt. Aus dem Gel wurden die Banden fu¨r die Proteinsequenz (373 kDa) und den
geo¨ffneten Vektor (840 kDa) ausgeschnitten und die DNA extrahiert (peqGold Gelextrac-
tion Kit (PEQLAB Biotechnologie GmbH)). Zur Ligation der beiden Abschnitte wurde
zusammen mit Ligase (Ansatz siehe Tabelle 2.7) fu¨r 16 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Transformation erfolgte anschließend zuna¨chst in E.coli -Zellen des XL2-Blue (Stra-
tagene) Stammes nach Angaben des Herstellers. Zur Expression wurden E.coli -Zellen
Tabelle 2.7: Bedingungen der Klonierung
Schnitt Vektor bzw. Plasmid-DNA Ligation
pPR-IBA2 250 ng µL−1 2 µL Vektor 10 ng µL−1 3 µL
bzw. Plasmid-DNA 87 ng µL−1 6 µL Insert 11 ng µL−1 9 µL
NheI 10 u µL−1 2 µL T4 DNA Ligase 5 u µL−1 1 µL
EcoRV 10 u µL−1 3 µL 10x Ligase Puffer 2 µL
10x BSA 3 µL H2O auf 20 µL
10x Puffer Tango 3 µL
H2O auf 20 µL
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des BL21(DE3)Codon+ Stammes eingesetzt, in die das Plasmid transformiert wurde,
welches aus einer U¨bernachtkultur der XL2-Blue Zellen durch Plasmidpra¨paration (s.o.)
gewonnen worden war. Die Kontrolle der erfolgreichen Klonierung und Transformation
wurde mittels Sequenzierung (s.o.) durchgefu¨hrt.
Agarose-Gelelektrophorese
Zur pra¨parativen Trennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1%iges Agarosegel genutzt.
Dazu wurden zuna¨chst 500 mg Agarose in 49.5 mL 1x-TAE-Puffer unter Erhitzen in der
Mikrowelle gelo¨st, 0.5 µL SYBR® Safe DNA gel stain hinzugefu¨gt und die Masse in der
Elektrophoresevorrichtung (OWL EASYCASTB1A, Thermo Scientific) geliert. 20 µL
Probe wurden mit 4 µL 6x-DNA-Loading Dye (Fermentas) versetzt und zusammen
mit Fastruler DNA Ladder Middle Range und Fastruler DNA Ladder Low Range
(Fermentas) als Referenz auf das Gel aufgetragen. Anschließend wurde in 1x-TAE-Puffer
u¨ber 70 Minuten eine Spannung von 100 V (EC250-90, E-C Apparatus Coporation)
angelegt. Nach Erkalten des Gels waren die Banden unter UV-Licht (Safe ImagerBlue
Light-Transilluminator, invitrogen) sichtbar.
Proteinexpression und Aufreinigung
Die Proteinexpression erfolgte rekombinant aus Escherischia coli und erforderte in
Abha¨ngigkeit des Vektors verschiedene Vorgehensweisen, die nachfolgend einzeln be-
schrieben sind.
pET-Vektor
Die Zellen wurden zuna¨chst in einer Vorkultur (10 mL Kanamycin/Chloramphinicol-LB-
Medium, 37 ◦C, 225 rpm, 24 h) angezu¨chtet, diese in eine Hauptkultur (2 L Kanamycin/
Chloramphinicol-LB-Medium, 37 ◦C, 225 rpm) u¨berfu¨hrt und bis zur optischen Dichte
(λ =595 nm) von 0.6 ... 0.8 inkubiert. Anschließend erfolgte die U¨berexpression nach
Induktion mit 1 mmol L−1 IPTG bei 15 ◦C u¨ber 14 h.
Die Extraktion des Proteins erforderte zuna¨chst das Abtrennen der Zellen durch Zen-
trifugation (10 000 rpm, 4 ◦C, 10 min; Avanti J-25, Beckmann Coulter), gefolgt von
Resuspendieren in 50 mL Lysepuffer und Zellaufschluss mittels Ultraschall (6 mal
1.5 min, 4 ◦C, DutyCyle 80 %, Output Control 3; Sonifier 250, Branson). Anschlie-
ßend wurden die restlichen Zellbestandteile vom gelo¨sten Protein durch Zentrifugieren
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abgetrennt (25 000 rpm, 4 ◦C, 60 min).
Die sa¨ulenchromatographische Aufreinigung (A¨kta FPLC, Amersham Pharmacia Bio-
tech, 5-Wege-Pumpe, UV-Detektor λ = 280 nm, Leitfa¨higkeitssensor) erfolgte u¨ber
zwei Schritte. Zuna¨chst wurde an einem Anionenaustauscher (HighLoad Q-Sepharose,
26/15, GE Healthcare) das gewu¨nschte Protein aus dem Zelllysat adsorbiert, mit Puffer
A gewaschen und bei einer anschließenden fraktionierten Elution mit einem Gradienten
von 0 % ... 100 % Puffer B gegen Puffer A vorgereinigt erhalten. Die Identifizierung
erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese. Die vereinigten Fraktionen wurden bis zu einer
Konzentration von 1 M mit (NH4)2SO4 versetzt und an einer hydrophoben Matrix
(HighLoad Phenyl-Sepharose, 26/15, GE Healthcare) das gewu¨nschte Protein wiederum
adsorbiert, mit Puffer C gewaschen und ebenfalls fraktioniert eluiert (Gradient Puffer C
mit 0 % ... 100 % Puffer A). Die gelelektrophoretisch identifizierten Produktfraktionen
wurden vereinigt und bis zu einer Konzentration von ca. 3 mg mL−1 eingeengt (Vivaspin
20 bzw. 6, 30 kDa, in Multifuge 3SR, Heareus, bei 3000 rpm).
Die finale Reinigung erfolgte durch Mikrokristallisation des Proteins wa¨hrend einer
Dialyse des Konzentrats gegen 5 L Puffer A (Dialyseschlauch Zellu Trans 3.5, MW
4 kDa ... 6 kDa, 28 µm, Carl Roth GmbH & Co. KG), 4 ◦C, 24 h ... 48 h). Erhaltenes
Pra¨zipitat wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und in Hochsalzpuffer zu einer
Konzentration von 12 mg mL−1 Protein ru¨ckgelo¨st.
Konnten bei der Dialyse keine Mikrokristalle erhalten werden, so wurde das Konzentrat
einer dritten sa¨ulenchromatographischen Aufreinigung an einer Gelpermeationsmatrix
(HighLoad Superdex 200 bzw. 70, 26/60, GE Healthcare) unterzogen. Die Elution
erfolgte hierbei mit GPC Puffer. Die Produktfraktionen wurden abschließend bis zu
einer Konzentration von 4 mg mL−1 eingeengt. Gereinigte Proteine wurden stets bei
−20 ◦C aufbewahrt.
pASK-IBA13+-Vektor
Die Zellen wurden zuna¨chst in einer Vorkultur (10 mL Ampicillin/Chloramphinicol-LB-
Medium, 37 ◦C, 225 rpm, 24 h) angezu¨chtet, diese in eine Hauptkultur (2 L Ampicillin/
Chloramphinicol-2xYT-Medium, 37 ◦C, 225 rpm) u¨berfu¨hrt und bis zur optischen Dichte
(λ =595 nm) von 0.6 ... 0.8 inkubiert. Anschließend erfolgte die U¨berexpression nach
Induktion mit 0.2 mg L−1 Anhydrotetracyclin bei 18 ◦C u¨ber 14 h.
Die Extraktion des Proteins erforderte zuna¨chst das Abtrennen der Zellen durch Zentri-
fugation (10 000 rpm, 4 ◦C, 10 min), gefolgt von Resuspendieren in 50 mL Puffer W und
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Zellaufschluss mittels Ultraschall (6 mal 1.5 min, 4 ◦C). Anschließend wurden restliche
Zellbestandteile vom gelo¨sten Protein durch Zentrifugieren abgetrennt (25 000 rpm,
4 ◦C, 60 min).
Die sa¨ulenchromatographische Aufreinigung wurde an einer Streptactin-Superflow-
Sepharose (IBA; Sa¨ule 16/10, GE Healthcare) durchgefu¨hrt, wobei das Lysat direkt
aufgetragen und anschließend mit Puffer W bis zum Erreichen der Basislinie am UV-
Detektor gespu¨lt wurde. [86] Adsorbiertes Protein wurde zuna¨chst mit Puffer E bis zum
erneuten Erreichen der Basislinie eluiert und direkt aufgefangen. Nach Einengen bis
zur gewu¨nschten Konzentration von 3 mg mL−1 oder einem maximalen Volumen von
2 mL wurde die Aufreinigung an der GPC wie oben beschrieben durchgefu¨hrt.
Im finalen Schritt erfolgte die Abtrennung des Strep-tag mittels Thrombin (thrombin
cleavage kit, Novagene). Dazu wurden nach Herstellerangaben Proteinlo¨sung und
Thrombin fu¨r 20 h bei 20 ◦C inkubiert, anschließend das biotinylierte Thrombin sowie
der abgespaltene Strep-Tag durch Zugabe von Streptavidin-Agarose gebunden und durch
Filtration abgetrennt. Die fertige Proteinlo¨sung wurde zur gewu¨nschten Konzentration
eingeengt und bei −20 ◦C aufbewahrt.
pPR-IBA2-Vektor
Die Zellen wurden zuna¨chst in einer Vorkultur (10 mL Ampicillin/Chloramphinicol-LB-
Medium, 37 ◦C, 225 rpm, 24 h) angezu¨chtet, diese in eine Hauptkultur (2 L Ampicillin/
Chloramphinicol-2xYT-Medium, 37 ◦C, 225 rpm) u¨berfu¨hrt und bis zur optischen Dichte
(λ =595 nm) von 0.6 ... 0.8 inkubiert. Anschließend erfolgte die U¨berexpression nach
Induktion mit 1 mmol L−1 IPTG bei 18 ◦C u¨ber 14 h.
Die Extraktion des Proteins erforderte zuna¨chst das Abtrennen der Zellen durch Zentri-
fugation (10 000 rpm, 4 ◦C, 10 min), gefolgt von Resuspendieren in 50 mL Puffer W und
Zellaufschluss mittels Ultraschall (6 mal 1.5 min, 4 ◦C). Anschließend wurden restliche
Zellbestandteile vom gelo¨sten Protein durch Zentrifugieren abgetrennt (25 000 rpm,
4 ◦C, 60 min).
Die sa¨ulenchromatographische Aufreinigung wurde an einer Streptactin-Superflow-
Sepharose (IBA; Sa¨ule 16/10, GE Healthcare) durchgefu¨hrt, wobei das Lysat direkt
aufgetragen und anschließend mit Puffer W bis zum Erreichen der Basislinie am UV-
Detektor gespu¨lt wurde. [86] Adsorbiertes Protein wurde zuna¨chst mit Puffer E bis zum
erneuten Erreichen der Basislinie eluiert und direkt aufgefangen. Nach Einengen bis
zur gewu¨nschten Konzentration von 3 mg mL−1 oder einem maximalen Volumen von
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2 mL wurde die Aufreinigung an der GPC wie oben beschrieben durchgefu¨hrt.
Im finalen Schritt erfolgte die Abtrennung des Strep-tag mittels Thrombin (thrombin
cleavage kit, Novagene). Dazu wurden nach Herstellerangaben Proteinlo¨sung und
Thrombin fu¨r 20 h bei 20 ◦C inkubiert, anschließend das biotinylierte Thrombin sowie
der abgespaltene Strep-Tag durch Zugabe von Streptavidin-Agarose gebunden und durch
Filtration abgetrennt. Die fertige Proteinlo¨sung wurde zur gewu¨nschten Konzentration
eingeengt und bei −20 ◦C aufbewahrt.
Konzentrationsbestimmung von Proteinlo¨sungen
Zur Bestimmung von Konzentration und Reinheit der Proteinlo¨sungen wurde ein
UV-Vis-Spektrometer (SmartSpec, Bio-Rad) genutzt. Es wurden Probenvolumina
von 60 µL in UVette®-Ku¨vetten Eppendorf bei 260 nm und 280 nm vermessen und
zuvor die Nullabsorption auf den verwendeten Puffer abgestimmt. Nach Gleichung 2.1
wurde anschließend die Konzentration mit Hilfe der sequenzspezifischen Absporption
nach ProtParam [87] berechnet.
Konzentrationsbestimmung:
c =
A(280 nm)
λ · d (2.1)
> 90% Reinheit bei
A(280 nm)
A(260 nm)
= 1.9 ... 2.0 (2.2)
Die Konzentration von Proteinstammlo¨sungen wurde zudem mit dem Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories, Life Science Group) nach Angaben des Herstellers
bestimmt. Dieser beruht auf der Verschiebung der maximalen spezifischen Absorption
von Brilliant Blau von 465 nm zu 595 nm bei Bindung an basische und aromatische
Aminosa¨uren. Als Referenz wurde BSA in den Konzentrationen 0.2 g L−1, 0.4 g L−1,
0.6 g L−1 und 0.8 g L−1 in GPC-Puffer genutzt.
SDS-Gelelektrophorese
Zur Identifikation und Reinheitspru¨fung wurden Proteinlo¨sungen mittels SDS-Gel-
elektrophorese untersucht. Dazu wurden kombinierte Sammel-/Trenngele verwendet
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(Sammelgel (fu¨r 10 Gele): 5 mL Rotiphorese® Gel 30, 18.7 mL H2O, 6 mL Sammelgelpuf-
fer, 300 µL APS-Lsg., 300 µL SDS-Lsg., 30 µL TEMED; Trenngel (fu¨r 10 Gele): 15 mL
Rotiphorese® Gel 30, 4.7 mL H2O, 10 mL Trenngelpuffer, 300 µL APS-Lsg., 300 µL
SDS-Lsg., 30 µL TEMED). Je 15 µL Proteinlo¨sung und 15 µL 4x-SDS-Probenpuffer
wurden 5 min bei 95 ◦C inkubiert (Thermomixer Comfort, Eppendorf) und anschließend
15 µL je Geltasche aufgetragen. Die verwendeten Referenzen sind in Tabelle 2.2 ange-
geben. Als Laufpuffer wurde 1x-Rotiphorese®-SDS-Page verwendet. Die Elektrolyse
erfolgte bei 150 V (EC250-90, E-C Apparatus Corporation) u¨ber 2 h in einer Zelle
mit bis zu 4 Gelen gleichzeitig (Mini-PROTEAMTetra System, Bio-Rad). Das Gel
wurde danach zuna¨chst in Fa¨rbelo¨sung (u¨ber Nacht) und schließlich in Entfa¨rbelo¨sung
gelagert, so dass die Proteinbanden sichtbar wurden.
Pra¨paration nichtmodifizierter E.coli tRNATyr
Mittels dem T7 RiboMAX Express Large Scale RNA Production System (Promega,
Madison, USA) erfolgte die schnelle Synthese von tRNA in hohen Ausbeuten auf
Basis des Plasmids ptRNA2 [88] sowie der anschließende Verdau des Plasmids durch
RQ1 DNase. Die Aufreinigung erfolgte durch zweimaliges Ausschu¨tteln des Reakti-
onsansatzes von insgesamt 1 mL mit 2.1 mL von Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
im Verha¨ltnis 125:24:1 sowie einmalig mit 1 mL von Chloroform:Isoamylalkohol im
Verha¨ltnis 24:1 und anschließende Sa¨ulenchromatographie an einer illustra NAP-10
Sa¨ule (GE Healthcare). Darauffolgend wurden die 1.5 mL Lo¨sung eingedampft und
das Rohprodukt getrocknet (1 mbar, 35 ◦C, Speed-Vac, DNAmini) und in 2 mL
HEPES-Puffer aufgenommen. Die Monomerisierung der tRNA erfolgte u¨ber einen
Temperaturgradienten (20 ◦C bis 70 ◦C in 10 K Schritten a 10 min) und die Inkubation
nach Zugabe von 1 mM MgCl2 u¨ber zwei Stunden bei 70
◦C. Anschließend wurde u¨ber
eine illustra NAP-25 Sa¨ule nochmals sa¨ulenchromatographisch gereinigt, mit 3.5 mL
H2O eluiert, im Vakuum getrocknet und in Assay-Puffer zur finalen Konzentration
von 200 µM aliquotiert. Die Konzentration und Reinheit wurden spektrometrisch
bei 260 nm und 280 nm u¨berpru¨ft (Gleichung 2.3). Je Kit mit 50 µL Templat-DNA
konnten bis zu 60 µmol tRNATyr erhalten werden.
Konzentrationsbestimmung:
c =
A(260 nm)
0.703 µM−1cm−1 · d (2.3)
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> 90% Reinheit bei
A(260 nm)
A(280 nm)
= 1.9 ... 2.0 (2.4)
Native Massenspektrometrie
Alle Experimente mit dieser Methodik wurden von Ste´phanie Petiot und Dr. Sarah
Sanglier-Cianferani am Laboratoire de Spectrome´trie de Masse Bio-Organique (LSMBO)
in Straßburg, Frankreich, durchgefu¨hrt.
Zuna¨chst wurde der Probenpuffer mittels Gelpermetionschromatographie (Zeba 0.5 mL,
Pierce) in einen Ammoniumacetatpuffer gewechselt. Die Analyse des Oligomeri-
sationsgrades erfolgte schließlich aus einer 10 µM Lo¨sung mittels nano-ESI-TOF-
Massenspektrometrie. Die externe Kalibrierung wurde mittels einer Pferdemyoglo-
binlo¨sung durchgefu¨hrt. Die Gera¨teeinstellungen (Ionisationsspannung, Druck, Injekti-
onsbedingungen) wurden jeweils speziell optimiert.
Enzymkinetischer Assay
Die Durchfu¨hrung des Assays geht auf Vorarbeiten von Gra¨dler et al. [57,89] zuru¨ck.
Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Parameter erfolgte dabei durch Beobachtung
des Einbaus von radioaktiv markiertem Guanin (entha¨lt je nach spezifischer Aktivita¨t
7.5 % bzw. 20 % 3H-Guanin) in E.coli tRNATyr (ECY2). Bei konstanter Konzen-
tration des Guanins von 10 µM sowie des Enzyms (75 nM unter der Annahme einer
vollsta¨ndigen Ausbildung des funktionellen Dimers) wurde die tRNA Konzentrati-
on variiert (0.5 µM, 1.0 µM, 1.5 µM, 3.0 µM, 6.0 µM, 15 µM). Die Reaktionen wurden
so durchgefu¨hrt, dass zuna¨chst 3H-Guanin, Guanin (zusammen 10 µM), 0.0036 %
Tween20 und tRNA in Assay-Puffer vorgelegt und zum Start der Reaktion mit der
zu untersuchenden TGT-Lo¨sung (300 nM in Assay-Puffer) 1:1 versetzt wurden (ins-
gesamt 76 µL). Nach 4 min, 8 min, 12 min und 16 min bzw. 21 min wurden je 15 µL
der Reaktionsmischung auf ein Filterpapier (Whatman Glass Microfibre Filters GF/C
24 mm) pipettiert und in eiskalter 10%iger wa¨ssriger Trichloressigsa¨ure die Reaktion
gestoppt. Nicht umgesetztes 3H-Guanin wurde durch intensives Waschen mit 10%iger
wa¨ssriger Trichloressigsa¨ure sowie Ethanol (je 30 min) entfernt und das Filterpapier
bei 60 ◦C fu¨r 45 min getrocknet. Die Messung der Aktivita¨t erfolgte anschließend in
4 mL Szintillationslo¨sung mittels Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB® 1900CA,
PACKARD. Die Messwerte einer tRNA-Konzentration wurden zur linearen Regression
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der initialen Reaktionsgeschwindigkeit v0 genutzt (Origin 7, OriginLab) und mit Hilfe
einer Kalibrierung in physikalische Einheiten u¨bersetzt. Die anschließende Auftragung
in einem Michaelis-Menten-Diagramm und der Fit nach untenstehender Gleichung 2.5
fu¨hren schießlich zu den enzymspezifischen Kinetikparametern kcat und KM.
v0 =
kcat
c(TGT )
· c(tRNA)
KM + c(tRNA)
(2.5)
Proteinkristallographie
Zur Kristallisation der Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q wurde zuna¨chst
ein automatisierter Kristallisations-Screen von Ralf Po¨schke (CTA) am MarXtal mit
ca. 1250 Bedingungen der in Tabelle 2.8 aufgefu¨hrten Screening-Kits durchgefu¨hrt. Die
Ansa¨tze wurden nach der sitting-drop-Methode mit 300 nL der Kristallisationslo¨sung
und 300 nL der Proteinlo¨sung von 8 g L−1 in GPC-Puffer angesetzt, Proteinkristalle
verschiedener Gro¨ße zeigten sich bereits innerhalb weniger Tage Wachstum bei 18 ◦C bei
einer Vielzahl von Bedingungen. Aus Bedingung PACT 51 wurde ein Kristall ausgewa¨hlt,
zuna¨chst 10 min in Cryopuffer A einem Soaking unterzogen und in flu¨ssigem Stickstoff
schockgefroren.
Tabelle 2.8: Eingesetzte Kristallisations-Screens
Kristallisations-Screen Hersteller Pra¨zipitant
AmSO4 Suite Quiagene Ammoniumsulfat
Anions Suite Quiagene hochkonzentrierte Salze
Classics Lite Suite Quiagene Salze, langkettige PEG
Classics Suite Quiagene Salze, langkettige PEG
Cryos Suite Quiagene Salze, PEG (kombiniert mit Glycerol bzw. MPD)
JCSG+ Suite Quiagene versch. PEG, Alkohole
JCSG Core I Suite Quiagene versch. PEG, Alkohole, Ammonimsulfat
JCSG Core II Suite Quiagene versch. PEG, Alkohole, Ammonimsulfat
JCSG Core III Suite Quiagene versch. PEG, Alkohole, Ammonimsulfat
JCSG Core IV Suite Quiagene versch. PEG, Alkohole, Ammonimsulfat
PACT Suite Quiagene PEG 1500, PEG 3350, PEG 6000
MbClass Suite Quiagene Salze, PEG 400, PEG 4000, MPD
MbClass II Suite Quiagene Salze, PEG 400, PEG 4000, PEG 8000
Die Varianten TGT E339Q, TGT F92C/C158S/C281S sowie TGT Y330C wurden
unter den bekannten Bedingungen fu¨r die Wildtyp-Kristallisation mit der sitting-drop-
Methode erhalten. Dabei wurde 1 mL well-solution (TRIS 0.1 M, pH 8.5, PEG8000
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7%, DMSO 10%) eingesetzt, die in gleichen Teilen zu je 2 µL mit einer Proteinlo¨sung
10 g L−1 in GPC-Puffer zu einem Tropfen gemischt wurde. Kristalle waren bereits
nach einem Tag sichtbar und wuchsen innerhalb von zwei Wochen zu hinreichender
Gro¨ße. Ein Kristall wurde ausgewa¨hlt, zuna¨chst 10 min in Cryopuffer B einem Soaking
unterzogen und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren.
Erga¨nzend wurde fu¨r TGT Y330C ein Screening wie oben beschrieben durchgefu¨hrt
(ohne MBC I & II, Classics light, Anions und JCSG+). Allerdings wurden zu je 300 µL
der Kristallisationspuffer 500 µL der Proteinlo¨sung (6.5 g L−1) pipettiert. Kristalle
wuchsen innerhalb einiger Tage in mehreren Bedingungen mit etwa 20% PEG3350 als
Pra¨zipitans. Fu¨r die Charakterisierung wurde ein Kristall aus JCSG Core I, Bedingung
12 (Kristallisationspuffer D), ausgewa¨hlt, in Cryopuffer D fu¨r 5 min einem Soaking
unterzogen und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Das gleiche Screening wurde fu¨r
TGT Y330D ergebnislos durchgefu¨hrt.
Zur Kristallisation von TGT K52M wurden die bekannten Bedingungen so vera¨ndert,
dass schließlich bei der sitting-drop-Methode 1 mL Kristallisationspuffer C eingesetzt
und im Tropfen 1 µL des Puffers mit 2 µL der Proteinlo¨sung (12 g L−1 in Hochsalzpuffer)
vereinigt wurden. Innerhalb eines Tages wuchsen rhomboedrische Kristalle, die fu¨r 5 min
in Cryopuffer C einem Soaking unterzogen und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren
wurden.
Ansa¨tze zur Co-Kristallisation von TGT F92C/C158S/C281S zusammen mit Tether -
Liganden wurden auf unterschiedliche Weise durchgefu¨hrt: Zum einen kam eine vorge-
schaltete Anbindung a¨hnlich wie unter 2.2 beschrieben mit anschließender Konzentration
der Proteinlo¨sung auf 8 g L−1 zur Anwendung, zum anderen wurden der Kristallisa-
tionslo¨sung 2 mM DTT und 2 mM des Liganden, gelo¨st in DMSO, hinzugesetzt. Die
sonstigen Bedingungen richteten sich zuna¨chst nach der fu¨r das apo-Protein, wobei
keine Kristallisation beobachtet werden konnte. Protein mit kovalent angebundenem
Liganden (TGT F92C/C158S/C281S + TK 174) wurde einem Kristallisations-Screen
(vgl. Tabelle 2.8) unterzogen, wobei keine geeigneten Bedingungen gefunden werden
konnten.
Die Datensammlung aller erhaltenen Kristalle erfolgte wie in Anhang C beschrie-
ben an BL14.2 des Synchrotrons BESSY II mit Ro¨ntgenstrahlung der Wellenla¨nge
0.918 41 A˚ bei 100 K. Zur Datenprozessierung (Indizierung, Integration, Skalierung)
wurde HKL2000 [90] genutzt, die Phasierung erfolgte als molecular replacement mit
dem Modul Phaser [91] in CCP4 [92] unter Nutzung der Struktur 1PUD [64] als initia-
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les Modell, die Strukturverfeinerung mittels Phenix [93] und COOT [94]. Die gelo¨sten
Strukturen wurden in der RCSD Proteindatenbank [95] hinterlegt.
Tethering-Experimente
Bei den Experimenten zur Anbindung von Fragmenten u¨ber eine Disulfidbru¨cke an das
Zielenzym kamen Verbindungen aus [96] zum Einsatz, die von Dr. Sascha Brass sowie
Thomas Kronenberger synthetisiert wurden. Sa¨mtliche Bestandteile dieser Bibliothek
wurden zu 20 mM in DMSO gelo¨st und bei −20 ◦C aufbewahrt.
Tabelle 2.9: Reaktionskomponenten der Tethering-Experimente
Komponente Menge Konzentration
Proteinlo¨sung 4 g L−1 in GPC-Puffer 8.1 µL 15 µM
Tethering-Fragmente 2 mM in DMSO 5 µL 200 µM
DTT 1 mM in GPC-Puffer 10 µL 200 µM
GPC-Puffer 26.9 µL
Das Tethering erfolgte in einer batch-Methode, wobei alle Komponenten gema¨ß
Tabelle 2.9 zusammenpipettiert wurden, die Reaktion bei 20 ◦C fu¨r 1 h inkubiert
und anschließend durch Abtrennen u¨berschu¨ssiger Reaktanden mittels Gelfiltration
(illustraAutoseqG-50 Dye Terminator Removal Kit, GE Healthcare) beeendet wur-
de. Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden zuna¨chst mehrere Parameter
variiert (siehe Kapitel 3.7). Tabelle 2.9 gibt das letztendlich etablierte Protokoll wieder.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels online HPLC-(ESI)MS (HPLC: Agilent 1100 Mi-
crobore, Sa¨ule: Monolithic 50/1 ProSwift RP-4H (Dionex), MS: QStar-Pulsar I(Applied
Biosystems)) in der Serviceabteilung des Fachbereichs Chemie (Dr. Uwe Linne und
Natalia Fritzler). Dabei wurde Wasser/0.05% Ameisensa¨ure (A) und Acetonitril/0.045%
Ameisensa¨ure (B) als Lo¨semittel genutzt und bei 0.2 ml min−1 mit einem Gradienten-
programm 2 min 95% (A) / 5% (B), 8 min zu 5% (A) / 95% (B) und weitere 4 min 5%
(A) / 95% (B) die Proteinprobe eluiert. Es wurden folgende Messparameter verwendet:
DP1 75, FP 265, DP2 15, CAD 2, GS1 35, CUR 25, enhance all Modus, Span-
nung 5000 V. Registriert wurden positive Ionen mit dem Masse-zu-Ladungs-Verha¨ltnis
m/z = 500− 2000. Die Auswertung, insbesondere die Rekonstruktion der Masse der
Ionen, erfolgte u¨ber die Herstellersoftware, zur Berechnung der prozentualen Verteilung
der Produkte wurden die Peakho¨hen genutzt.
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3.1 Charakterisierung des Dimer-Interface
Der Homodimerkomplex der TGT (pdb-Code: 1PUD) zeichnet sich durch eine 1618 A˚
2
große Kontaktfla¨che aus. Auf Grund der C2-Symmetrie des dimeren Moleku¨ls finden sich
alle Kontakte zweifach. Bis auf drei Ausnahmen (1Q2R, 1Q2S & 1J2B) verfu¨gen alle
in der RCSD-Proteindatenbank [95] hinterlegten Strukturen der TGT u¨ber lediglich ein
Moleku¨l in der asymmetrischen Einheit, der Dimerpartner kann durch Erga¨nzung aus
der Kristallsymmetrie erhalten werden. Folglich ist auch das Dimer-Interface hinsichtlich
seiner Eigenschaften im zeitlichen Mittel als ra¨umlich symmetrisch anzusehen. Deshalb
wird im Folgenden jeweils nur eines der beiden Symmetriea¨quivalente betrachtet, bei
abweichendem Verhalten u¨ber beide gemittelt bzw. das signifikantere diskutiert.
Die Bindung der beiden Proteinketten zum funktionellen Enzymdimerkomplex erfolgt
u¨ber Wasserstoffbru¨ckenbindungen, Salzbru¨cken und van der Waals-Kontakte. Betrach-
tet man zuna¨chst die Kontaktabsta¨nde der direkten, gerichteten Wechselwirkungen
(Abbildung 3.1) und vergleicht alle verfu¨gbaren Strukturen der TGT in der RCSD an
Hand einer statistischen Ha¨ufigkeitsverteilung, so ko¨nnen Wechselwirkungen identi-
fiziert werden, die hinsichtlich ihrer Abstandsla¨ngen nur gering variieren. Sie lassen
sich von solchen unterscheiden, die entweder nur vereinzelt auftreten oder aber eine
breite Verteilung hinsichtlich der Abstandsla¨ngen aufweisen. Der Befund dieser varia-
blen Geometrieverteilung am Homodimer-Interface zeigt, dass die Proteinflexibilita¨t
bei der Dimerisierung eine große Rolle spielt. Bei der Proteinkristallographie werden
langsam gewachsene Kristalle mit hohem Solvensgehalt und intrinsischer konformativer
Freiheit fu¨r bestimmte Bewegungen auf molekularer Ebene (Seitenkettenbeweglichkeit,
Schleifen-Beweglichkeit, Diffusion von kleinen Liganden) abrupt mit flu¨ssigem Stick-
stoff in einen eingefrorenen Zustand u¨berfu¨hrt und anschließend strukturell mittels
Ro¨ntgenbeugung charakterisiert. Die Strukturinformationen, aus denen die diskutierten
Kontaktabsta¨nde extrahiert werden, sind somit Momentaufnahmen einer Verteilung
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3.1 Charakterisierung des Dimer-Interface
der molekularen Geometrie. Wenn unter dynamischen Bedingungen, z.B˙. in Lo¨sung,
verschiedene Geometrien mo¨glich sind, so kann angenommen werden, dass deren sta-
tistische Verteilung durch die Ha¨ugfigkeitsverteilung in Abbildung 3.1 wiedergegeben
ist. Zusa¨tzliche Effekte wie verschiedene Kristallisationsbedingungen, die Kristall- und
Datensatzqualita¨t, aus der sich die Auflo¨sung ergibt, sowie der Einfluss gebundener
Liganden sind den Daten u¨berlagert und lassen sich nicht einfach separieren.
Die statistische Analyse des Wasserstoffbru¨ckennetzwerkes bildet nur einen Teil der
mo¨glichen Wechselwirkungen ab, da nur direkte, gerichtete Kontakte beru¨cksichtigt
werden. Dabei ko¨nnen polare oder geladene Gruppen des Proteins von Wasser, einem
Solvens mit hoher Dielektrizita¨tskonstante, ebenfalls gut abgesa¨ttigt bzw. solvatisiert
werden. Krissinel et al. geben deshalb den effektiven Gewinn der Bindungsenergie einer
Salzbru¨cke in wa¨ssrigem Medium lediglich mit −0.9 kcal mol−1 ... −1.25 kcal mol−1 etwa
im Bereich einer Wasserstoffbru¨cke (diese liegt bei −0.6 kcal mol−1 ... −1.5 kcal mol−1)
an. Hydrophobe Kontakte, deren Attraktivita¨t auf induzierten Dipolwechselwirkungen
sowie auf dem Ersatz einer geordneten Hydrathu¨lle und damit entropischer Begu¨nsti-
gung begru¨ndet sind, steigen in ihrem stabilisierenden Effekt auf die Komplexbildung
mit der beteiligten Fla¨che um 7 cal mol−1 A˚
−2
. [97] Dies wird ebenfalls deutlich, wenn
man die Verteilung polarer und unpolarer Aminosa¨uren an Proteinoberfla¨chen und im
Inneren der gefalteten Struktur vergleicht: Jones und Thornton zeigten in einer Un-
tersuchung von 59 Proteinkomplexen aus der Proteindatenbank, dass eine signifikante
Differenz in der Hydrophobizita¨t zwischen inneren und a¨ußeren Bereichen der Protein-
strukturen nachweisbar ist. [7] Weiterhin konnten sie bei Homodimerkomplexen eine
eher hydrophobe, bei Heterodimerkomplexen eine hydrophile Oberfla¨chenauspra¨gung
der Kontaktfla¨chen feststellen. Fu¨r das TGT Dimer (hier beispielhaft fu¨r pdb-Code
1PUD) liegt die Fla¨che der unpolaren Kohlenstoff- und Schwefelatome bei 982 A˚
2
, was
60.7% entspricht, im Gegensatz zu 636 A˚
2
bzw. 39.3%, die fu¨r polare Stickstoff- und
Sauerstoffatome berechnet werden kann. Dies kennzeichnet den hydrophoben Charakter
des Protein-Protein-Interface und unterstreicht die Notwendigkeit, hydrophobe Beitra¨ge
zusa¨tzlich zu den Erkenntnissen u¨ber die Stabilita¨t der gerichteten Wechselwirkungen
zu betrachten.
Um Aufschluss u¨ber mo¨gliche van-der-Waals-Kontakte zu erhalten und eine energeti-
sche Diskriminierung der Dimerstabilisierung aller beteiligten Aminosa¨uren vornehmen
zu ko¨nnen, wurde das Homodimer der TGT in einer Molekulardynamiksimulation
untersucht. Die Computermethode ermo¨glicht es, die Bewegung eines Proteins in einem
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weit umfassenden, kastenfo¨rmigen Volumenelement mit explizieten Wassermoleku¨len
und periodischen Randbedingungen in einem speziellen Kraftfeld zu beobachten. Dazu
werden den einzelnen Atomen und Bindungen Parameter zugewiesen (Masse, Ladung,
Kraftkonstanten, Torsionspotentiale etc.) und die Newtonsche Bewegungsgleichung fu¨r
das Ensemble gelo¨st. Die wirksame Kraft auf jedes Atom ergibt sich dabei als die Sum-
me intramolekularer und intermolekularer Komponenten, die entweder frei durch den
Raum oder entlang von Bindungen wirken ko¨nnen. Das Kraftfeld in AMBER [70,98,99],
dem hier genutzten Simulationsprogramm, beru¨cksichtigt harmonische Bindungspoten-
tiale, harmonische Torsionspotentiale, ein sinusfo¨rmiges Potential fu¨r die Diederwinkel,
ein elektrostatisches Coulomb-Potential sowie ein Lennard-Jones-Potential fu¨r die
van-der-Waals-Wechselwirkungen. Die Parameter fu¨r Proteine werden durch einfache
Zusammenfu¨gung der einzelnen Aminosa¨uren erhalten, diese wiederum sind u¨ber quan-
tenmechanische Rechnungen oder als Anpassung gegenu¨ber experimentellen Werten
ermittelt worden. Aus den Koordinaten und dem jeden Atom angehefteten Geschwin-
digkeitsvektor ergibt sich, bei Anwendung einer linearen Extrapolation u¨ber einen
kleinen Zeitschritt von 1 fs ... 2 fs, eine neue Positionierung des Ensembles, auf die
dann wiederum das Kraftfeld angewendet wird. So ist es mo¨glich, wa¨hrend der Si-
mulation die Bewegung aller Teilchen aufzuzeichnen (Trajektorie). Es ist u¨blich, den
Verlauf u¨ber einige Nanosekunden zu simulieren, die durchfu¨hrbare Simulationszeit
beschra¨nkt sich durch die Anfordungen an die Rechenleistung. Insbesondere bei großen
Proteinmoleku¨len kann der Aufwand dafu¨r sehr hoch sein.
Als Startstruktur fu¨r die Untersuchungen wurde eine apo-TGT-Struktur mittlerer
Auflo¨sung mit weitgehend vollsta¨ndiger Charakterisierung der Proteinkette gewa¨hlt
(pdb-Code: 1PUD [64]). Da wa¨hrend einer Simulation keine Bindungen geknu¨pft oder
gebrochen werden ko¨nnen, wurden bei der Vorbereitung der Koordinaten die Protonie-
rungszusta¨nde der Aminosa¨uren Glutamat und Aspartat als deprotoniert, fu¨r Lysin
und Arginin (prima¨res Amin bzw. Guanidin) als protoniert und fu¨r Histidine individuell
nach visueller Inspektion an δ-Position (HID 73, 127, 133, 145, 332) oder -Position
(HIE 90, 257, 319, 333, 349) festgesetzt. Das Protein wurde der Kristallsymmetrie
folgend zum enzymatisch aktiven Dimer erga¨nzt. Die kristallographisch bestimmten
Wassermoleku¨le wurden beibehalten, das System in einem Kasten gefu¨llt mit expliziten
Wassermoleku¨len des TIP3 Modells eingebettet und mittels Gegenionen neutralisiert.
Fu¨r das Setup der Startstruktur wurde das Programm tleap benutzt und Parame-
ter der Kraftfeldparametrisierung ff99SB von Simmerling et al. [78] angewendet. Das
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Abbildung 3.2: Qualita¨tsparameter der MD Simulation aufgetragen gegen die simulierte Zeit in
Nanosekunden. Ausgewertet wurden Energie in kcal mol-1 (blau), Temperatur in K
(schwarz), Druck in bar (rot) sowie Dichte in g cm-3 (gru¨n).
strukturgebundene Zinkatom wurde mit Hilfe der Cationic dummy atom method nach
Pang et al. [72,73] als ungeladenes Zentralatom mit der Masse des Zinkatoms festgesetzt
und von vier tetraedrisch angeordneten, masselosen Dummy-Atomen, die jeweils die
Ladung +0.5 tragen, umgeben, die sich zudem in die experimentell determinierte
Koordinationsspha¨re aus drei Cysteinen (jeweils als CYM parametrisiert) und einem
Histidin einpassen.
Der Simulation vorangestellt wurde eine Minimierung der Wassermoleku¨le (a) sowie
der gesamten Struktur (b), die Einstellung der Systemtemperatur auf 300 K (c) und die
Anpassung der Drucks auf Normaldruck (d). Anschließend wurden die dabei angelegten
Beschra¨nkungen (Restraints) gelo¨st und die Simulation (e) als NTP Ensemble u¨ber
20 ns mit dem Programm pmemd.cuda der AMBER 11 Suite gestartet. Die genauen
Parameter fu¨r die einzelnen Schritte (a) bis (e) ko¨nnen der Tabelle 2.1 entnommen
werden. Zur technischen Realisierung stand eine Workstation mit 4 NVIDIA Tesla
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Abbildung 3.3: Mittlere quadratische Abweichung (rmsd) der Koordinaten von TGT Wildtyp im
Verlauf der MD Simulation bezogen auf die Startstruktur (pdb-Code: 1PUD) in
Angstro¨m.
C2050 GPUs zur Verfu¨gung, die seriell genutzt wurden.
Die Auswertung der Molekulardynamiksimulation erfolgte zuna¨chst hinsichtlich ihrer
Stabilita¨t mittels der Eigenschaften Gesamtenergie des Systems, Temperatur, Druck
und Dichte sowie der mittleren quadratischen Abweichung der Koordinaten des Enzyms
(im folgenden rmsd fu¨r engl. root-mean-square deviation). Diese Parameter wurden aus
der Protokolldatei entnommen bzw. aus der Trajektorie mit Hilfe des Programms ptraj
berechnet und in Abha¨ngigkeit der simulierten Zeit aufgetragen (siehe Abbildung 3.2
und 3.3).
Die Auswertung des rmsd zeigt eine gewisse Vera¨nderung der Mittelwerte der Koordina-
ten, sobald die Restraints gelo¨st und das AMBER-Kraftfeld auf das Moleku¨l angewendet
wird. Dieses Verhalten ist zu erwarten, denn die urspru¨nglichen Koordinaten wurden
ro¨ntgenstrukturanalytisch bei tiefen Temperaturen bestimmt, wohingegen die Simulati-
on bei 300 K stattfindet. Weiterhin stellt das MD-Kraftfeld die realen Verha¨ltnisse nur
mit einer gewissen Na¨herung nach und Abweichungen gegenu¨ber der Realita¨t ko¨nnen
durch Vereinfachungen bei der Berechnung durchaus auftreten. Insgesamt stabilisiert
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sich der rmsd jedoch schnell nach Beginn der Simulation und schwankt danach um einen
Mittelwert zwischen 2.0 A˚ und 2.5 A˚. Die Reproduktion realer Verha¨ltnisse kann gut
u¨ber die Dichtebestimmung des expliziten Lo¨sungsmittels, das durch TIP3 Wassermo-
leku¨le repra¨sentiert wird, verfolgt werden. Deren Fluktuation wa¨hrend der Simulation
um einen Mittelwert von 1.023 g cm−3 ist nach anfa¨nglicher Equilibrierung sehr gering
(gru¨ne Kurve), ebenso die der eingestellten Temperatur von 300 K (schwarze Kurve).
Die große Vera¨nderung des Drucks innerhalb der Simulation von bis zu 300 bar ist auf
die Inkompressibilita¨t des Wassers zuru¨ckzufu¨hren, die bei geringen A¨nderungen des
Volumens der umgebenden Box große Druckschwankungen entstehen la¨sst. An Hand der
roten Kurve ist jedoch auch ersichtlich, dass die Schwankung um einen Mittelwert nahe
1 bar verla¨uft. Der letzte Qualita¨tsparameter kennzeichnet die Stabilita¨t der Simulation
u¨ber die Gesamtenergie. Am Startpunkt wird nach erfolgreicher lokaler Minimierung
der potentiellen Energie des gesamten Ensembles die kinetische Energie der Moleku¨le so
angepasst, dass deren Bewegung der Maxwell-Boltzmannschen Geschwindigkeitsvertei-
lung bei einer Temperatur von 300 K entspricht und anschließend die Box so vergro¨ßert,
dass eine Entspannung des Systems mo¨glich ist. Ab diesem Zeitpunkt sollte bei einem
stabilen Verlauf die Gesamtenergie des Systems na¨herungsweise konstant sein. Ist diese
Bedingung erfu¨llt, befindet sich das System in einem Gleichgewichtszustand zwischen
allen erreichbaren lokalen Minima. Dieses Verhalten kann man bei der MD-Simulation
der Wildtyp TGT beobachten (blaue Kurve). Um eine sichere und reproduzierbare
Auswertung des Simulationslaufs zu gewa¨hrleisten, wurde entschieden, lediglich die
letzten 10 ns der Simulationstrajektorie auszuwerten, wa¨hrend die erste Ha¨lfte allein
der Equilibrierung vorbehalten blieb.
Wie die graphische Auswertung anhand des rmsd und der Gesamtenergie bereits zeigt,
findet im Verlauf der Simulation keine wesentliche Vera¨nderung innerhalb des Enzyms
statt. Der Dimerkomplex bleibt bestehen, nahezu alle Sekunda¨rstrukturelemente sind
im beobachteten Zeitraum stabil. Allerdings sind A¨nderungen in der Tertia¨rstruktur
und Variationen in den großen Sekunda¨rstrukturmerkmalen (außer in Loop-Regionen)
auf der abgedeckten Zeitskala auch kaum zu erwarten, wenn nicht signifikante Defizite
hinsichtlich der Stabilisierung in der gewa¨hlten Startstruktur vorliegen. [100] Im Bereich
der Seitenketten gibt es dagegen eine ausgepra¨gte Beweglichkeit. Auch die Diffusion von
Wassermoleku¨len kann beobachtet werden, weil sich kleine Moleku¨le deutlich schneller
bewegen. Da an dieser Stelle jedoch keine wasservermittelten Kontakte betrachtet
werden, wurde das Lo¨sungsmittel nicht in die Auswertung der Trajektorie aufgenommen.
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Mithin bilden die wa¨hrend der Simulation gesammelten und ausgewerteten Daten ein
Abbild des dynamischen Gleichgewichtszustands der TGT Wildtypstruktur basierend
auf der kristallographisch ermittelten Struktur in wa¨ssriger Umgebung. Durch die
Beobachtung des dynamischen Wechsels in verschiedene Gleichgewichtszusta¨nde ko¨nnen
in der Simulation weitere Aspekte gegenu¨ber statischen Kristallstrukturen erfasst
werden.
Abbildung 3.4: Verlaufsanalyse der Ausbildung einzelner Wasserstoffbru¨ckenbindungen fu¨r die zweiten
produktiven 10 ns der Simulation (nach erfolgter Equilibrierung). Jeder mo¨gliche
Kontakt ist wegen der Symmetrie des Interface zweifach beru¨cksichtigt (obere und
untere Zeile). Das prozentual zeitlich ra¨umliche Auftreten wird pro Zeitintervall von
je 0.4 ns auf einer Farbskala dargestellt. Durchgehend dunkle Bereiche kennzeichnen
stabile Wasserstoffbru¨ckenbindungen. Einflu¨sse des Bindungswinkels sind hier nicht
dargestellt, ko¨nnen aber dazu beitragen, dass ein unterschiedliches Verhalten der
beiden ’symmetriea¨quivalenten’ Seiten auftritt.
Zur Analyse der wa¨hrend der MD ausgebildeten direkten Wasserstoffbru¨ckenbindungen
am Interface wurden alle Kontakte zwischen Donor- und Akzeptorfunktionalita¨ten der
beiden Monomere geza¨hlt, wenn deren Abstand weniger als 3.2 A˚ bei einem Bindungs-
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winkel gro¨ßer 120° betrug. In Abbildung 3.4 ist deren Fluktuation im zeitlichen Verlauf
der MD (bzw. fu¨r die letzten 10 ns) fu¨r jede Monomerseite getrennt aufgetragen. Es
wurden nur solche H-Bru¨cken beru¨cksichtigt, die la¨nger als 10% der Beobachtungszeit
auftraten. Durchgehende rote Balken kennzeichnen stabile Verknu¨pfungen, je heller die
Fa¨rbung, umso ha¨ufiger besteht kein Kontakt zwischen den angegebenen Aminosa¨uren
im Rahmen der oben genannten Geometriebeschra¨nkungen. Große Unterschiede treten
zwischen den beiden Monomerseiten auf. Die Bindung an Ala48 scheint demnach
entweder durch His333 oder Lys325, nicht aber durch beide Bindungspartner realisiert
zu werden (aus der statistischen Auswertung der pdb-Strukturen ergibt sich hinge-
gen ausschließlich die Bindung an His333). Diese Bindung scheint dann die Lage von
Ala49 und Thr50 so zu beeinflussen, dass nur bei Kontakt zu His333 eine gu¨nstige
Konformation fu¨r die Ausbildung der Wasserstoffbru¨cke zu Tyr330 besteht. Die Bin-
dung zwischen Trp326 und Met93 kann diesen Einfluss hingegen kompensieren. Die
Salzbru¨cken an Glu309 und Glu348 werden nur (noch) in geringem Maße an einer
der beiden eigentlich symmetrischen Interface-Seiten ausgebildet. Dies ko¨nnte die
Folge einer asymmetrischen, sich gegenseitig bedingenden Auflo¨sung des Dimerkontakts
auf interatomarer Ebene sein. Um dies abzuscha¨tzen und bewerten zu ko¨nnen, wa¨re
eine deutlich verla¨ngerte Simulationszeit notwendig gewesen. Die Stabilisierung des
Dimerkontakts durch die Proteinseitenketten nimmt jedoch nach den hier vorliegenden
Ergebnissen in folgender Reihenfolge ab: Trp326 > Glu339/Lys52 > His333 > Tyr330
> Lys325 > Glu348/Lys55 > Glu309/Arg82/Lys85. Von untergeordnetem Interesse
sind dabei die beteiligen Akzeptoren, die in Form von Carbonylsauerstoffatomen an
den Aminosa¨uren Met93, Ala48 und Ala49 zu den Kontakten beitragen, da diese durch
Mutationen nicht vera¨nderbar sind. Die sich als besonders stabil erweisenden Kontakte
werden durch solche Aminosa¨uren gebildet, die entweder dauerhaft geladen sind (Lys,
Arg, Glu) oder aber haben einen aromatischen Charakter besitzen (Tyr, Trp, His). Die
Ergebnisse decken sich gut mit den Ha¨ufigkeitsverteilungen der statistischen Auswer-
tung der Proteindatenbank (Abbildung 3.1), lediglich fu¨r Lys325 wird mit Ala48 ein
anderer Bindungspartner bei der Simulation gefunden. In den PDB Strukturen konnte
das in unmittelbarer Na¨he befindliche Carbonylru¨ckgrat des Gly94 als bevorzugter
Bindungspartner identifiziert werden. Allerdings trat der Kontakt zu Lys325 nur in
einigen Strukturen und mit breiter Streuung hinsichtlich des Kontaktabstandes auf.
Fu¨r eine genauere Quantifizierung der Einzelbetra¨ge je Aminosa¨ure wurde das MMPBSA
Skript genutzt, wie in AMBER implementiert. In weiten Teilen dem von Gohlke et al. [43]
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Tabelle 3.1: Energiebeitra¨ge zur Dimerstabilisierung je Interface-Aminosa¨ure berechnet mittels
MMPBSA aus der Simulation des TGT Wildtyp in kcal mol-1. Die Summe jeder Ami-
nosa¨ure wird einmal in Haupt- und Seitenkette sowie zum anderen in Gasphsen- und
Solvatationsanteil separiert.
Aminosa¨ure Hauptkette Seitenkette Gasphase Solvatisierung Summe
Thr 47 0.08 0.07 −0.97 1.12 0.15
Ala 48 −0.02 −0.89 −2.83 1.92 −0.91
Ala 49 −1.77 −0.69 −5.09 2.64 −2.46
Thr 50 −0.43 −1.43 −1.82 −0.04 −1.86
Lys 52 0.07 −2.79 −38.74 36.02 −2.73
Ala 53 −0.19 −0.64 −2.97 2.15 −0.82
Leu 54 0.12 −0.19 −0.43 0.36 −0.07
Lys 55 −0.51 −3.51 −50.01 46.00 −4.02
Pro 56 −0.34 −0.61 −0.78 −0.17 −0.95
Glu 57 −0.06 0.97 4.09 −3.19 0.91
Thr 58 0.01 0.07 0.01 0.08 0.08
Arg 77 −0.18 −0.42 −6.16 5.57 −0.59
Pro 78 −0.11 −1.30 −1.39 −0.02 −1.41
Arg 82 −0.04 −3.15 −36.21 33.02 −3.19
Lys 85 0.10 −1.27 −35.42 34.25 −1.17
Leu 86 −0.12 −2.90 −3.40 0.39 −3.02
Ser 91 0.17 0.15 −0.17 0.48 0.31
Phe 92 0.52 −2.79 −5.27 3.00 −2.27
Met 93 −1.08 −0.55 −3.85 2.22 −1.63
Gly 94 −1.20 −− −4.57 3.37 −1.20
Arg 289 −0.01 0.28 −0.85 1.12 0.27
Ser 308 0.15 0.10 −1.50 1.75 0.25
Glu 309 −0.13 −0.69 −52.93 52.11 −0.82
Leu 311 −0.20 −1.69 −0.62 −1.26 −1.88
Ala 321 0.10 −0.07 0.71 −0.68 0.04
Val 322 −0.14 −0.16 0.74 −1.03 −0.29
Lys 325 0.11 −1.16 −26.78 25.72 −1.06
Trp 326 −0.10 −3.20 −7.69 4.40 −3.29
Ser 327 −0.07 0.03 −2.20 2.17 −0.04
Ala 329 −0.39 −0.62 −2.28 1.27 −1.01
Tyr 330 −0.87 −3.98 −9.77 4.93 −4.84
His 332 −0.04 0.00 −2.07 2.04 −0.04
His 333 −0.32 −2.33 −11.40 8.76 −2.65
Leu 334 −0.18 −1.36 −3.94 2.40 −1.54
Arg 336 0.07 −0.11 18.05 −18.09 −0.04
Ala 337 0.01 −0.59 −2.91 2.33 −0.59
Glu 339 0.21 0.62 −58.65 59.47 0.83
Ile 340 0.05 −2.16 0.51 −2.61 −2.11
Leu 341 −0.37 −3.21 −2.26 −1.32 −3.58
Ala 343 0.03 −0.07 0.92 −0.97 −0.05
Met 344 −0.03 −1.51 −1.30 −0.24 −1.53
Leu 345 −0.12 −0.71 −0.30 −0.53 −0.83
Glu 348 −0.04 −1.04 −24.41 23.34 −1.07
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vorgestellen Algorithmus folgend wurden die Seiten- sowie Hauptkettenbeitra¨ge, aber
auch getrennte Energien fu¨r Gasphasenattraktivita¨t und Solvatation berechnet. Tabelle
3.1 zeigt eine Auflistung aller am Interface beteiligten Aminosa¨uren mit deren Beitra¨gen
zur Stabilisierungsenergie. Die Hauptkettenbeitra¨ge sind bis auf wenige Ausnahmen
signifikant geringer als die der Seitenketten, lediglich bei den Aminosa¨uren, die u¨ber
eine Carbonylfunktion mit dem anderen Monomer wechselwirken, treten auffa¨llige
Abweichungen zu ho¨herer Stabilita¨t auf (Ala49, Met93, Gly94: Signifikanzkriterium
∆E ≥ 50% sowie ∆E ≥ 0.25 kcal mol−1).
Abbildung 3.6: Illustrierung der Hot-Spots am Dimer-Interface der TGT u¨ber eine 6-stufige Grau-
stufenskala. Helle Bereiche markieren keine bzw. nicht signifikante Stabilisierung
des Komplexes durch die eingefa¨rbte Aminosa¨ure, dunkle Bereiche die eigentlichen
Hot-Spots. Die Darstellung beider Monomere (a) und (b) ist so gewa¨hlt, dass diese
durch Aufeinandersetzen (Drehung um jeweils 90° zur Bildmitte) in der jeweiligen
Geometrie das funktionale Dimer bilden. (a) zeigt die Lo¨semittelzuga¨ngliche Ober-
fla¨che des Proteins, (b) unter der halbtransparenten Oberfla¨che des Interface das
darunter liegende Sekunda¨rstrukturmuster.
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Auffa¨llig große Werte ergeben sich fu¨r die Gasphasenenergie und den Solvatationsbeitrag
bei geladenen Aminosa¨uren. Dies spiegelt die Coulomb-Anziehung zwischen gegensa¨tz-
lich geladenen Partnern in Salzbru¨cken wider, der die hohe Solvatationsenthalpie in
Wasser als Lo¨sungsmittel mit großer Dielektrizita¨tskonstante gegenu¨bersteht. Diese
beiden Effekte kompensieren sich bei wa¨ssrigen Proteinlo¨sungen gegenseitig nahezu
vollsta¨ndig, wobei eine zusa¨tzliche Abha¨ngigkeit vom Salzgehalt der Lo¨sung besteht.
Insgesamt verbleibt jedoch fu¨r die Coulombkra¨fte auf Grund der permanenten Ladung
ein Restbetrag, da relativ zur Wechselwirkung in Wasser fu¨r die Wassermoleku¨le nur
eine Ladungsverschiebung (Dipolmoment) mit resultierender Partialladung von −0.64 e-
anzusetzen ist. Diese Beobachtung gilt fu¨r die meisten geladenen Aminosa¨uren am
Interface der TGT, jedoch Glu81, Asp96, Arg303 sowie Arg336 bilden signifikante Aus-
nahmen: Die geladene Seitenkette kann keine Salzbru¨cke zum Dimerpartner ausbilden
und muss durch Wasser solvatisiert werden. Somit ist die Gasphasenenergie positiv, hat
also einen destabilisierenden Einfluss, der nur durch Solvatation ausgeglichen werden
kann.
In Abbildung 3.5 werden nur solche Aminosa¨uren na¨her betrachtet, die mindestens
0.5 kcal mol−1 zur Stabilisierung bzw. Destabilisierung beitragen. Die gro¨ßten Anteile
der Stabilisierungsenergie (rote Balken) werden durch Tyr330, Lys55, Leu341, Trp326,
Arg82 und Leu86 erbracht (alle stabilisieren mit mehr als −3.0 kcal mol−1). Unter
den sechs am meisten beitragenden Aminosa¨uren befinden sich somit zwei unpolare
(2x Leu), zwei geladene (Lys & Arg) sowie zwei ungeladene, aromatische Aminosa¨u-
ren mit einer H-Bru¨ckenfunktion (Tyr & Trp). Dies spiegelt nicht die prozentuale
Ha¨ufigkeitsverteilung der Aminosa¨uretypen entlang des Interface wider. Tatsa¨chlich
sind nur fu¨nf aromatische Aminosa¨uren (inkl. His) vorhanden, denen zwanzig unpola-
re, sechs polare und zwo¨lf geladene Aminosa¨uren gegenu¨berstehen. Die aromatische
Aminosa¨uren weisen also bei TGT eine u¨berproportionale Stabilisierung am PPI auf.
Ihre durchschnittliche Stabilisierung pro Aminosa¨ure liegt bei −2.6 kcal mol−1 ver-
glichen mit −1.3 kcal mol−1 fu¨r unpolar aliphatische, −0.2 kcal mol−1 fu¨r polare und
−1.1 kcal mol−1 fu¨r geladene Reste. Ihnen scheint somit eine besondere Rolle bei der
Dimerstabilisierung zuzukommen.
An dieser Stelle soll auch untersucht werden, wie die stabilisierenden Aminosa¨uren
entlang des Interface angeordnet sind. Dazu ist die Oberfla¨che des Proteins jeweils
entsprechend des Stabilisierungsbeitrags der angrenzenden Aminosa¨ure in Graustufen
markiert. Abbildung 3.6 zeigt das aufgeklappte Dimer-Interface mit den komplemen-
43
3 Ergebnisse und Diskussion
ta¨ren Bindungsstellen in gegenu¨berliegender Anordnung. Es wird deutlich, dass die
stabilisierenden Beitra¨ge nicht breit u¨ber das Interface verteilt vorliegen, sondern viel-
mehr einzelne Strukturbereiche einen u¨berproportionalen Anteil an der Stabilisierung
auf sich vereinen und somit Hot-spots bilden. Interessanterweise liegen die fast alle der
kritischen Aminosa¨uren auf α-helikalen Strukturmotiven, nur an zwei Stellen (Trp326
und Phe92) deutet sich an, dass entscheidende Aminosa¨uren auf einer sich unmittelbar
anschließenden Schleife lokalisiert sein ko¨nnen. Die Lage der Hot-Spots innerhalb des
Bindungsepitops ist so, dass sie ein Gu¨rtel weiterer Aminosa¨uren umschließt und somit
vor dem direkten Zutritt von Lo¨sungsmittelmoleku¨len weitgehend abschirmt (vgl. Bogan
und Thorn, O-Ring Theorie [28]). Die Ausbildung dieser Hot-spots ist in besonderem
Maße durch die Faltung des Enzyms gepra¨gt, da Aminosa¨uren aus jeweils mehreren
Sekunda¨rstrukturelementen zusammenkommen mu¨ssen. Dies la¨sst vermuten, dass bei
der Enzymsynthese zuna¨chst die Tertia¨rstruktur des Monomers vollsta¨ndig ausgebildet
wird und erst danach zwei einzeln gefaltete Moleku¨le miteinander dimerisieren. Sollte
diese Annahme zutreffen, so ist zu erwarten, dass der strukturelle Unterschied einer
monomeren TGT Variante gegenu¨ber der bisher bekannten Dimerstruktur nur von
geringem Ausmaß sein sollte und ein Austausch einzelner Monomere zwischen aktiven
Dimeren mo¨glich ist. Ob es dabei zu lokalen Strukturanpassungen kommt, soll im
weiteren Verlauf der Arbeit gekla¨rt werden.
3.2 Auswahl und in silico Validierung verschiedener
Interface Mutanten
Die strukturelle Abwandlung der Aminosa¨urezusammensetzung des Enzyms mit dem
Ziel der Monomerisierung des TGT Komplex ist dann erreichbar, wenn besonders stark
zur Dimerstabilisierung beitragende Aminosa¨uren gegen solche ausgetauscht werden,
die einen eher destabilisierenden Effekt auf die Dimerisierungseigenschaft aufweisen.
Dabei muss sichergestellt werden, dass Sekunda¨r- und Tertia¨rstruktur des Proteins im
Wesentlichen erhalten bleiben. Eine defensive Strategie bei der Auswahl der Varianten
kann mit mo¨glichst wenigen Mutationen und dem Erhalt aller Faltungsschlu¨sselfunk-
tionen strukturelle Vera¨nderungen, die durch den Austausch von Aminosa¨uren bedingt
sind, vermeiden. Zur Auswahl werden nachfolgend zum einen die Ergebnisse der im
vorherigen Abschnitts beschriebenen Ergebnisse als auch die vorangegangenen Mutati-
onsstudien von Ritschel et al. [39,68] miteinbezogen. In den letztgenannten Versuchen
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konnte eine geringe, konzentrationsabha¨ngige Monomerisierung durch Y330F sowie
K52M nachgewiesen werden (vgl. native MS in [39]).
Mit der nun zusa¨tzlich zur Verfu¨gung stehenden Methode der Molekulardynamiksimu-
lation sollen die destabilisierenden Eigenschaften dieser beiden Variationen zuna¨chst
analysiert werden. Strukturelle Effekte wurden fu¨r K52M in Form einer kompletten
geometrischen Unordnung der Region 50 bis 62 an Hand einer Ro¨ntgenstrukturbestim-
mung nachgewiesen. Ausgehend von dieser Beobachtung sollte ebenfalls der Einfluss
des Bindungspartners Glu339’ charakterisiert werden, der mit Lys52 regelma¨ßig eine
Salzbru¨cke ausbildet. Hinsichtlich der histographischen Auswertung der Kristallstruk-
turen in der PDB zeigt dieser Kontakt zwar eine hohe Varianz (vgl. Abbildung 3.1),
im Rahmen der geometrischen MD Auswertung wird dieser Kontakt hingegen als sehr
stabil beschrieben (vgl Abbildung 3.4). Im Gegensatz dazu steht der positive freie
Enthalpiebeitrag fu¨r Glu339’, der auf Grund der ungu¨nstigen Solvatationseigenschaf-
ten bei der Dimerbildung eigentlich fu¨r eine Stabilisierung des Monomers sprechen
sollte. Deshalb soll durch Austausch gegen Glutamin eine mo¨gliche Destabilisierung
durch Wegfall der Salzbru¨cke einerseits erreicht werden. Andererseits soll u¨ber die
Beeinflussung des ungu¨nstigen Solvationsbeitrags gepru¨ft werden, ob diese Bindung
bedeutend zur Stabilisierung beitra¨gt. Um eine generelle Tendenz u¨ber den Einfluss von
Salzbru¨cken abscha¨tzen zu ko¨nnen, werden an dieser Stelle auch Glu348 und Glu309
zuna¨chst in einer Simulation gegen die ungeladenen Glutaminvarianten ausgetauscht.
Es soll weiterhin eine neue Strategie gepru¨ft werden, die sich vom Ansatzpunkt des
bisher eher konservativen Austauschs durch Aminosa¨uren mit sterisch a¨hnlichen Seiten-
ketten unterscheidet. Wie bereits oben festgestellt, tragen die aromatischen Seitenketten
u¨berproportional zur Dimerstabilisierung bei. Da Tyr330 bereits in der vergangenen
Studie gegen Phe330 ausgetauscht wurde, sollte nun Trp326 na¨her betrachtet werden.
Die Ausbildung der Wasserstoffbru¨ckenbindung zu Met93’ fa¨llt sowohl in der statisti-
schen Auswertung wie auch im zeitlichen Verlauf der Simulation der TGT als besonders
stabil auf und geho¨rt nach den MMPBSA Berechnungen zu den stabilsten im ganzen
Interface (Summe bei −4.92 kcal mol−1). Daru¨ber hinaus bildet Trp326 zusammen mit
Tyr330 und Leu341 einen Hot-spot-Cluster im Dimerkontakt (vgl. Abbildung 3.6), deren
Synergie durch Wegnahme eines stabilisierenden Bindungspartners u.U˙. aufgebrochen
werden kann. Beim Austausch sollen sowohl die Wasserstoffbru¨ckendonorfunktion als
auch der sterische Anspruch und die Aromatizita¨t der Seitenkette Beru¨cksichtigung
finden. Deshalb wird gegen einen flexiblen, sterisch weniger anspruchsvollen Akzeptor
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ausgetauscht, der zudem leicht durch das Lo¨sungsmittel solvatisiert und damit die
monomere Form stabilisieren kann. Dafu¨r kommen Glutamat und Aspartat in Frage.
Die Wahl fiel im vorliegenden Fall auf Glutamat, da durch dessen zusa¨tzliche Me-
thylengruppe in der Seitenkette denkbare Defizite in der lokalen Faltung durch die
ho¨here Seitenkettenbeweglichkeit ausgeglichen werden ko¨nnen. Die Position 326 wird
als Bestandteil eines kurzen Loops durch zwei Helices flankiert und somit vermutlich in
ihrer Lage stabilisiert.
Fu¨r eine Validierung wurden zuna¨chst alle Varianten in silico erzeugt und mittels
Molekulardynamiksimulation analog zum Wildtyp wie oben beschrieben hinsicht-
lich ihres Beitrags zur Stabilisierung des Dimers untersucht. Im Einzelnen ergaben
sich folgende Mutationskombinationen: K52M, E309Q/E339Q/E348Q, Y330F/E339Q,
W326E/E339Q. Im zeitlichen Verlauf aller simulierten TGT Varianten zeigte sich wegen
des kurzen simulierten Zeitabschnitts erwartungsgema¨ß keine strukturelle Auflo¨sung
des Dimers. Ebenfalls kam es nicht zur massiven Umbildung weiter Bereiche der am
Interface angrenzenden Sekunda¨rstrukturelemente. Lediglich kleine Vera¨nderungen
wurden beobachtet, die jedoch nicht zwingend mit den eingefu¨gten Mutationen in
Verbindung gebracht werden konnten. Wie erwa¨hnt, la¨sst sich insgesamt vermuten,
dass eine Zeitskala im Nanosekundenbereich nicht ausreichend zum Erfassen derartiger
Bewegungen ist. La¨ngere Simulationsla¨ufe waren aus Kosten- und Aufwandsgru¨nden
nicht realisierbar. Lokale Abscha¨tzungen hinsichtlich der Bindungsbeitra¨ge ko¨nnen
jedoch aus den gewonnenen Daten abgeleitet werden. Beim MMPBSA Ansatz wird
ohnehin die konformative Freiheit des einzelnen Monomers nicht explizit beru¨cksichtigt,
sondern nur aus der Beweglichkeit im Komplex abgeleitet. Streng genommen mu¨sste
man deshalb zusa¨tzliche Simulationen der separaten Monomere ansetzen, um u¨ber
die Methode der Thermodynamischen Integration validere Werte zu erhalten. Dieses
Verfahren ist jedoch gerade fu¨r derart große Systeme wie den TGT Dimerkomplex sehr
aufwa¨ndig. Zusa¨tzlich konnte in einer Testsimulation des Wildtypmonomers u¨ber 50 ns
bei visueller Inspektion keine nennenswerte Beweglichkeit von Strukturelementen inner-
halb des Proteins festgestellt werden, die u¨ber das Maß im Enzymkomplex hinausgeht.
Eine Berechnung getrennter Monomertrajektorien fu¨r die jeweiligen Varianten wurde
deshalb als nicht zielfu¨hrend angesehen.
Die A¨nderung der Stabilisierungsbeitra¨ge der ausgetauschten Aminosa¨uren in den
jeweiligen TGT Varianten sowie ihrer Bindungspartner sind in Abbildung 3.7 darge-
stellt. Positive Werte repra¨sentieren einen destabilisierenden Einfluss der eingefu¨gten
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Abbildung 3.7: Graphische Darstellung der A¨nderung der Stabilisierungsenergie pro Aminosa¨ure
bei einzeln simulierten TGT Varianten (farblich getrennt dargestellt) im Vergleich
zum Wildtyp der TGT. Ausgewertet wurden nur die mit der jeweiligen Mutation
in Verbindung stehenden Aminosa¨uren. Die obere Achsenbeschriftung fu¨hrt die im
Wildtyp vorhandenen Reste der jeweiligen Positionen auf.
Variation des vorgenommen Aminosa¨ureaustauschs. Fu¨r die bereits publizierte Va-
riante K52M kann u¨ber die MMPBSA Methode ein destabilisierender Einfluss an
Lys52 berechnet werden, wa¨hrend der Bindungspartner Glu339 nahezu keine A¨nderung
erfa¨hrt (insgesamt 2.16 kcal mol−1). Tauscht man diesen Rest gegen Glutamin unter
dem Verlust der Ausbildung einer Salzbru¨cke aus, so tritt zwar bedingt durch die gu¨ns-
tigere Solvatation der jetzt ungeladenenen Aminosa¨ure an Position 339 eine geringe
Stabilisierung auf, allerdings erho¨ht sich auch die Destabilisierung an Lys52 um den
Faktor 1.5 (in Summe dann 2.70 kcal mol−1). Dieser kompensierende Effekt la¨sst sich
in allen drei Simulationen, bei denen die Mutation E339Q vorgenommen wurde, analog
beobachten. Ein ganz a¨hnliches Verhalten zeigt sich bei den anderen Salzbru¨cken an den
Positionen 309 und 348: Die Akzeptorfunktionalita¨t ist in ihrem Stabiliserungsbeitrag
geringfu¨gig vera¨ndert, wa¨hrend die Donoren deutlich an Stabilisierungseinfluss verlieren
(Summe E309Q 3.93 kcal mol−1, E348Q 5.95 kcal mol−1). Die Begru¨ndung hierfu¨r ist
in der (U¨ber-)Kompensation der gu¨nstigeren Solvatation durch die Reduktion der
elektrostatischen Stabilisierung mit dem Wegfall der Salzbru¨cke zu finden.
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Abbildung 3.8: Glu326 nach 20 ns in der MD Simulation: Eine direkte Bindung zum Dimerpartner be-
steht nicht, es sind 5 Wassermoleku¨le im Abstand von 2.6 A˚ ... 2.7 A˚ um das Glutamat
vorhanden, wobei durch ein Moleku¨l eine Wechselwirkung zu Met93’ verbru¨ckt ist.
His333, Tyr330 sowie Phe92’ liegen in weitgehend unvera¨nderter Konformation im
Vergleich zum Wildtyp vor.
Der Verlust der Hydroxylgruppe in Y330F hat mit 3.85 kcal mol−1 einen signifikant
gro¨ßeren Einfluss als die Mutation K52M, womit die Beobachtungen von Ritschel et
al. [68] hinsichtlich einer vermehrten Monomerisierung bereits bei ho¨herer Konzentration
erkla¨rt wird. Sie a¨ußert sich in destabilisierenden Beitra¨gen an Ala49, Thr50 sowie dem
Tyr/Phe330 Austausch.
Der zweitgro¨ßte Einzelbeitrag zur Destabilisierung des Enzymkomplexes der TGT konn-
te neben dem E348Q-Austausch fu¨r die Vera¨nderung an der Position 326 prognostiziert
werden: Da die Donorfunktion des Trp mit Glu gegen einen Akzeptor ausgetauscht wird,
stehen sich in der Mutante zwei Partner gegenu¨ber, die nicht in der Lage sind, eine
Wasserstoffbru¨ckenbindung direkt zueinander auszubilden. Sie mu¨ssen durch Einlagern
von Wassermoleku¨len oder den Kontakt zu anderen erreichbaren Proteinfunktiona-
lita¨ten abgesa¨ttigt werden. Bis zum Ende der Simulation werden solche Kontakte
fu¨r Glu326 nicht vorgeschlagen, die Carboxylatgruppe dieses Restes verbleibt in der
Umgebung einer Solvathu¨lle (vgl. Abbildung 3.8). So werden durch die Simulation
innerhalb des Dimer-Interface an Glu326 fu¨nf Wassermoleku¨le gebunden, von denen
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nur eines eine Bru¨cke zu Met93’ im anderen Monomer herstellt. Folglich wird in der
Simulation gezeigt, dass Glu326 einen Zustand bevorzugt, der sich bei beim Monomer
zwangslos ergibt: Denn dann ist die Solvatisierung durch Wassermoleku¨le leicht mo¨glich
und energetisch vorteilhaft.
Den Berechnungen folgend stellen die Punktmutationen W326E sowie E348Q die
bestgeeigneten Mo¨glichkeiten fu¨r die geplante experimentelle Umsetzung der Destabili-
sierung des TGT Dimer-Interface dar. Um allerdings die bisherigen Arbeiten, die mit
K52M begonnen wurden, zu erweitern, ist zudem die Mutation E339Q von besonderem
Interesse. Alle drei Positionen (326, 339, 348) befinden sich in relativer ra¨umlicher
Na¨he. In Hinblick auf die Entwicklung eines Protein-Protein-Interface-Inhibitors ist es
wichtig, nur geringe A¨nderungen am Interface gegenu¨ber dem Wildtyp vorzunehmen.
Andererseits werden Liganden eher in Bereichen zu platzieren sein, an denen in der
Monomerstruktur Kavita¨ten bereitstehen, sodass eine Abschirmung des Solvens mo¨glich
ist. Daher sollten diese Bereiche mo¨glichst nicht durch Punktmutationen gegenu¨ber dem
Wildtyp vera¨ndert werden. Die Reste Trp326 und Glu339 befinden sich an exponierten
Regionen, sind also von ihrem Standpunkt her aus dieser Sichtweise gut geeignet. Glu348
liegt ungu¨nstig am Rande des Interface zum Solvens hin. Fu¨r eine Bevorzugung von
W326E gegenu¨ber E348Q als Zielmutation spricht zudem die Validierungsmo¨glichkeit
hinsichtlich der Wichtigkeit der Aromatizita¨t der Aminosa¨ure an dieser Position. Nach
den Ergebnissen der Simulation am Wildtyp ko¨nnten gerade die aromatischen Reste
einen besonderen Einfluss auf die Stabilisierung haben. Fu¨r die erste experimentelle
Umsetzung wird deshalb die Variante TGT W326E/E339Q ausgewa¨hlt.
3.3 Destabilisierung des Dimer-Interface: TGT
W326E/E339Q
Die im vorangegangenen Abschnitt zuna¨chst ausgewa¨hlte Variante TGT W326E/E339Q
sollte durch Mutagenese des Gens und rekombinante Expression mittels E.coli herge-
stellt, anschließend aufgereinigt und charakterisiert werden. Das Gen der TGT aus
Zymomonas mobilis steht, wie von Reuter et al. [62] beschrieben, im Vektor pET9d zur
Verfu¨gung. Geplant war, ganz analog zu den Versuchen, die bei Ritschel et al. [39,68]
dokumentiert sind, vorzugehen. Bei anfa¨nglichen Versuchen wurden jedoch Probleme
mit der etablierten Methodik der TGT Aufreinigung sichtbar, die es erforderten, ein
neues Protokoll anzuwenden.
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Zur Charakterisierung wurde zuna¨chst die nicht denaturierende nano-ESI Massen-
spektrometrie genutzt, die es ermo¨glicht, auch nicht kovalent gebundene Komplexe
von Biomoleku¨len und damit deren Oligomerisierungszustand (Monomer/Dimer) zu
detektieren. Erga¨nzend wurden Untersuchungen mittels analytischer Gro¨ßenausschluss-
chromatographie durchgefu¨hrt, bei der ein Umpuffern der Proben nicht notwendig war
und das Enzym in hoher Konzentration eingesetzt werden konnte. Zur U¨berpru¨fung
der enzymatischen Aktivita¨t wurde auf den etablierten, funktionellen in vitro Assay
zuru¨ckgegriffen, bei dem die Umsetzung des Substrats 3H-Guanin an modifizierter E.coli
tRNA u¨ber den Markierungsgrad in Abha¨ngigkeit von Zeit und tRNA Konzentration
verfolgt wird. Strukturelle Informationen zu mo¨glichen konformativen A¨nderungen der
Sekunda¨rstruktur, die sich aus den Punktmutationen des Enzyms ergeben, sollten mit
Hilfe der Proteinkristallographie erlangt werden.
Mutagenese, Expression und Aufreinigung
Als erste Variante wurde die Doppelmutante TGT W326E/E339Q erzeugt. Zu diesem
Zweck wurde aus dem Klon, welcher das Plasmid fu¨r TGT E339Q im pET9d Vektor
entha¨lt, die Plasmid-DNA pra¨pariert. Durch ein PCR-Verfahren wurde anschließend
mit Hilfe des QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit die Mutation W326E
in das Plamid eingefu¨hrt und die zweifach mutierte Variante schließlich in E.coli
BL21CodonPlus(DE3)-RIPL Zellen transformiert.
Die Expression verlief zuna¨chst nach dem Standardprotokoll fu¨r die Zellen in Verbindung
mit einem Lac-Promotor (T7 System) in LB-Medium u¨ber eine kleine Vor- und eine
zwei Liter umfassende Hauptkultur zur Anzucht der Bakterien mit anschließender
Induktion der U¨berexpression mittels 1 mM IPTG bei 15 ◦C u¨ber Nacht. Nach Zellernte
und Aufschluss wurden die lo¨slichen Proteine extrahiert. Zur Aufreinigung sollte nun
ein dreistufiger Prozess genutzt werden. Dieser besteht aus einer Reinigung u¨ber
Anionenaustauscher- sowie einer hydrophoben Affinita¨tschromatographie gefolgt von
abschließender Mikrokristallisation wa¨hrend einer Dialyse gegen Niedrigsalzpuffer. Nach
diesem Schritt liegt das reine Protein normalerweise durch Ru¨cklo¨sen des Niederschlags
vor. Beim ersten Reinigungsschritt zeigte die Variante TGT W326E/E339Q noch das
gewohnte Verhalten hinsichtlich der Affinita¨t zu stationa¨rer und mobiler Phase mit
Gradienten hin zu Hochsalzbedingungen (siehe Abbildung 3.9 obere Zeile). Die Elution
von der hydrophoben Sa¨ule war hingegen nicht wie gewohnt in vollem Umfang bei
mittlerer Salzkonzentration mo¨glich; es zeigte sich vielmehr, dass der Großteil des
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Proteins im Bereich des Niedrigsalzwaschpuffers am Ende der chromatographischen
Aufreinigung zu finden war (Abbildung 3.9 untere Zeile).
Abbildung 3.9: Darstellung der Elutionsdiagramme bei der Aufreinigung der Wildtyp TGT (links)
im Vergleich zur Variante TGT W326E/E339Q (rechts). Aufgetragen ist die UV-
Absorption in Abha¨ngigkeit des Elutionsvolumens auf der Abszisse (blaue Kurve,
proportional zur eluierten Proteinmenge) sowie die Leitfa¨higkeit (rote Kurve, korelliert
mit der Salzkonzentration). Das Elutionsvolumen, in dem TGT auftritt, ist mittels
eines schwarzen Balkens markiert (Nachweis erfolgte u¨ber SDS Gelelektrophorese).
Die obere Zeile umfasst die Aufreinigung an Q-Sepharose (u¨bereinstimmende TGT
Elution fu¨r beide Varianten), die untere Zeile die Aufreinigung an Phenyl-Sepharose
(Elution der TGT W326E/E339Q erst bei Nullkonzentration, TGT Wildtyp schon
bei mittlerer Salzkonzentration).
Hier konnte erstmals ein deutlich anderes Verhalten einer vera¨nderten Enzymvariante
der TGT gegenu¨ber dem Wildtyp festgestellt werden. Trotz Einbringung einer hydro-
philen Aminosa¨ure wie Glutamat in die Region des Interface nahm die Affinita¨t zur
hydrophoben, stationa¨ren Phase deutlich zu. Dies la¨sst den Schluss zu, dass, wie auch
immer geartete, strukturelle A¨nderungen am Protein vermehrt apolare Gruppen auf
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der Oberfla¨che exponieren. Dies wa¨re dann der Fall, wenn statt des Dimers, das beim
Wildtyp der TGT ausgebildet wird, die monomere Form bei der Doppelmutante TGT
W326E/E339Q dominiert. Im Bereich des Interface, welcher in Folge einer Monomerisie-
rung zuga¨nglich wird, befinden sich mit 46.5% gegenu¨ber 39.5% signifikant mehr apolare
Aminosa¨uren an der Oberfla¨che als an der sonst exponierten Grenzfla¨che des Enzyms
zum Solvens. Legt man weiterhin die fu¨r Wassermoleku¨le zuga¨ngliche Oberfla¨che am
Interface zu Grunde (O und N als hydrophil mit 46.9%, C und S als hydrophob mit
53.1%), und vergleicht diese mit dem Dimer des Wildtypenzyms (hydrophil 52.7%,
hydrophob 47.3%), ist damit ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Affinita¨t zur
hydrophoben Oberfla¨che der Phenylsepharose erkla¨rbar.
Abbildung 3.10: Aufreinigung von TGT W326E/E339Q u¨ber Gro¨ßenausschlusschromatographie
(GPC). Dargestellt ist die UV-Absorption in Abha¨ngigkeit des Elutionsvolumens
(blaue Kurve, proportional zur eluierten Proteinmenge). Es wurden zwei unterschiedli-
che Sa¨ulenmaterialien (Superdex200 und Superdex75) genutzt, um eine ausreichende
Trennung zu gewa¨hrleisten.
Die Dialyse gegen Niedrigsalzpuffer wurde durch dieses Elutionsverhalten obsolet. Zur
Abtrennung der u¨brigen Verunreinigungen wurde deshalb eine chromatographische
Aufreinigung an einer Gro¨ßenausschlusssa¨ule gewa¨hlt. Um unspezifische Interaktionen
zum Sa¨ulenmaterial zu vermeiden, wurde der Laufpuffer mit 150 mM NaCl versetzt.
Die Probe wurde, um eine maximale Trennung zu erreichen, auf 1.5 mL aufkonzentriert.
Aus einigen Fraktionen konnte so reines Protein gewonnen werden, auch wenn die
52
3.3 Destabilisierung des Dimer-Interface: TGT W326E/E339Q
Abbildung 3.11: Vergleich der Produktion des Proteins TGT F92C/C158S/C281S: 1, Referenzmarker;
2, Vektor pASK-IBA13+ am Ende der Wachstumsphase vor Induktion; 3, Vektor
pASK-IBA13+ nach Induktion mit 200 µg L−1 Anhydrotetracyclin), Inkubationszeit
15 h; 4, Vektor pPR-IBA2 vor Induktion am Ende der Wachstumsphase; 5, Vektor
pPR-IBA2 nach Induktion mit 1 mM IPTG), Inkubationszeit 15 h; 6, Referenz TGT.
Gesamtausbeute mit lediglich 2 mg aus 4 L Zellkultur vergleichsweise gering ausfiel.
Als Konsequenz aus den beschriebenen Beobachtungen war es notwendig, eine ande-
re Reinigungsstrategie anzuwenden. Dabei war es wu¨nschenswert, die erforderlichen
Schritte bis zum sauberen Protein zu verringern. So wurde die Expression mit Hilfe
eines neuen Vektors, der am N-Terminus die Sequenz eines Step-Tags II und einer
Thrombin-Schnittstelle tra¨gt, in Betracht gezogen. Um die Klonierung zu vereinfachen,
wurde eine Totalsynthese des Gens, das fu¨r TGT W326E/E339Q kodiert, bei der Firma
Geneart in Auftrag gegeben. Im Zuge dessen erfolgte eine Genoptimierung, bei der der
GC-Gehalt angeglichen und die Verwendung vorteilhafter Codons fu¨r die Expression in
E.coli angestrebt wurde. Schnittstellen relevanter Restriktionsenzyme innerhalb der
Proteinsequenz wurden weitestgehend vermieden. Schließlich wurde das neue Gen in den
Vektor pASK-IBA13+ kloniert und in E.coli Zellen des Typs BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL transformiert. Die Expression wird im Falle des pASK-Vektors nicht vom T7
System reguliert. Die Induktion erfolgt vielmehr mittels Anhydrotetracyclin. Laut
Herstellerangaben kann dies zu einer um ca. 75% verminderten Ausbeute fu¨hren. [86]
Zusammen mit Inna Schmidt und Manuel Neeb wurde deshalb zusa¨tzlich der Vektor
pPR-IBA2 getestet. Dieser verfu¨gt u¨ber einen lac-Promotor und kann so mit dem
T7 System induziert werden. Um das Protein analog mit einer Thrombinschnittstelle
exprimieren zu ko¨nnen, wurde das gesamte Konstrukt aus Strep-Tag II, Schnittstelle
und Protein mittels der Restriktionsenzyme NheI und EcoRV aus dem urspru¨nglichen
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Vektor ausgeschnitten und, nach Entfernen des nicht beno¨tigten Inserts, mittels T4
Ligase in den neuen Vektor eingefu¨gt. Im Zuge einer Testexpression wurden die verschie-
denen Expressionsvektoren in BL21CodonPlus(DE3)-RIPL Zellen verglichen. Dabei
erfolgte nach der Anzucht einer Vorkultur die Aliquotierung der Expressionszellen nach
dem OD600 und deren U¨berfu¨hrung in die Hauptkulturen, welche mit entsprechenden
Antibiotika versetzt waren. Das Zellwachstum wurde beobachtet, nach 4 Stunden eine
Probe entnommen und die U¨berexpression durch Zugabe von IPTG bzw. Anhydro-
tetracyclin gestartet. Nach weiteren 15 Stunden erfolgte erneut die Probenentnahme.
Ein Vergleich der Ausbeuten erfolgte durch Analyse aliquotierter Zellmengen mittels
SDS-Gelelektrophorese und ist in Abbildung 3.11 dargestellt (hier am Beispiel der TGT
F92C/C158S/C281S). Leider konnte keine deutliche Verbesserung der produzierten
Proteinmenge registriert werden. Weiterhin fa¨llt auf, dass generell keine deutliche
U¨berproduktion des Zielproteins nach Induktion der Zielgenexpression zu verzeichnen
ist. Die Ursachen dafu¨r sind bislang unklar, da die hier verwendeten Vektoren nach Her-
stellerangaben bisher erfolgreich in der eingesetzten Zelllinie getestet werden konnten,
als auch die Gensequenz speziell auf den zur Expression verwendeten Zelltyp optimiert
wurde. Die u¨blichen Ausbeuten von bis zu 10 mg je 4 L Bakterienkultur waren fu¨r die
in dieser Arbeit genutzten Methoden ausreichend, jedoch sollte fu¨r Zwecke, die eine
gro¨ßere Proteinmenge erfordern, eine weitere Optimierung z.B˙. in Hinblick auf die ver-
wendeten Expressionszellen oder den Vektor vorgenommen werden. Denkbar wa¨re eine
Klonierung der Konstrukts aus Strep-Tag II, Linker, Schnittstelle und DNA-Sequenz
der TGT in den urspru¨nglich verwendeten Vektor pET9d, der zu deutlich ho¨heren
Ausbeuten an Wildtyp-TGT fu¨hrte.
Die Mutagenese weiterer TGT Varianten wurde mit dem neuen Quikchange Lightning
Kit durchgefu¨hrt, wobei der Zeitbedarf dank der schnell arbeitenden Polymerase und
DNAse um nahezu einen Tag reduziert werden konnte. Es wurde pro Polymeraseketten-
reaktion jeweils nur eine Punktmutation durchgefu¨hrt und zuna¨chst via Sequenzierung
besta¨tigt, bevor u.U˙. die na¨chste Mutation fu¨r mehrfach vera¨nderte Enzymvarianten
eingefu¨hrt wurde. Alle erhaltenen Plasmide wurden zum Zwecke der U¨berexpression in
E.coli Zellen des Typs BL21CodonPlus(DE3)-RIPL transformiert.
Unabha¨ngig vom verwendeten Vektor wurde die Aufreinigung in drei Schritten vollzo-
gen: Spezifische chromatographische Extraktion des Zielproteins mittels Bindung an
Streptacin Fastflow Sepharose und Elution u¨ber einen Desthiobiotinpuffer, fraktionierte
Reinigung an einer Gro¨ßenausschlusssa¨ule und abschließender Abspaltung des Tags
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Abbildung 3.12: Aufreinigung von TGT Y330C u¨ber eine Strep-Tag spezifische Streptacin Chroma-
tographie (linkes Elugramm, Elution mit Desthiobiotin) sowie eine anschließende
Gro¨ßenausschlusschromatographie (rechtes Elugramm, Superdex200). Dargestellt ist
die UV-Absorption in Abha¨ngigkeit des Elutionsvolumens (blaue Kurve, proportional
zur eluierten Proteinmenge). Das Elutionsvolumen, welches TGT entha¨lt, ist mittels
eines schwarzen Balkens markiert (Nachweis erfolgte u¨ber SDS Gelelektrophorese).
u¨ber biotinyliertes Thrombin. Dabei wurden stets Puffer mit 150 mM NaCl verwendet,
in dem das Protein eine ausreichende Lo¨slichkeit bis zu Konzentrationen von 10 g L−1
zeigte. Eventuell sto¨rende Schwermetallionen wurden durch 1 mM EDTA maskiert. Fu¨r
die Zelllyse sowie die erste chromatographische Aufreinigung, bei der viele Proteine
anwesend sind, wurden die Puffersubstanz TRIS mit einer Konzentration von 100 mM
eingesetzt, ab dem zweiten Schritt wurde deren Konzentration auf 10 mM gesenkt. Der
pH-Wert wurde konstant mit 8.5 eingestellt, was ca. 1.7 Einheiten oberhalb des isoelek-
trischen Punkts liegt, der mit ProtParam [87] zu 6.85 berechnet wurde. So wurde eine
gute Lo¨slichkeit des Proteins sichergestellt. Bereits im ersten Schritt konnte durch eine
spezifische Affinita¨tschromatographie, bei der das gesamte Lysat auf eine Streptacin
Sepharose aufgetragen wurde, der Hauptteil der Verunreinigungen abgetrennt wer-
den. Wa¨hrend das Zielprotein mit dem Sa¨ulenmaterial interagiert und zuru¨ckgehalten
wird, sind die Verunreinigungen im Durchfluss zu finden. Unspezifisch wechselwirkende
Proteine ko¨nnen durch Waschen mit Puffer entfernt werden, bevor schließlich das
mit dem Strep-Tag II ausgeru¨stete Zielprotein u¨ber zugesetztes Desthiobiotin vom
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Sa¨ulenmaterial verdra¨ngt und in einem kleinen Volumen von etwa 15 mL eluiert wird
(Abbildung 3.12 links).
Im zweiten Schritt wurde u¨ber eine Gelpermeationschromatographie das Zielprotein von
noch verbliebenen Verunreinigungen abweichenden Molekulargewichts und eingesetztem
Desthiobiotin getrennt. Dazu wurde die Probe auf etwa 2 mL aufkonzentriert, um eine
mo¨glichst hohe Auflo¨sung und gute Trennung der einzelnen Fraktionen zu erhalten (Ab-
bildung 3.12 rechts). Zur Identifikation der TGT wurden Proben der Fraktionen mittels
SDS-Gelelektrophorese charakterisiert. Abschließend erfolgte im dritten Schritt die
Abtrennung des Strep-Tag II vom Protein durch Schnitt mit biotinyliertem Thrombin
und batch-Adsorption an Streptacin-Sepharose, die wiederum abfiltriert werden konnte.
Auf diese Weise wurden bis zu 10 mg TGT pro 4 L Zellkultur mit hoher Reinheit extra-
hiert. Durch die Schnittstelle verblieben allerdings am N-Terminus der TGT ein Glycin
sowie ein Serin, sodass die molekulare Masse entsprechend der gea¨nderten Sequenz
berechnet werden musste. Die Bestimmung von Reinheit und Identita¨t der einzelnen
TGT Varianten erfolgte u¨ber denaturierende Massenspektroskopie (HPLC-ESI-MS,
siehe Anhang B).
Molekularbiologische Charakterisierung
Die angefertigte Variante W326E/E339Q der TGT wurde auf ihren Oligomerisie-
rungsgrad hin u¨berpru¨ft sowie deren biologische Funktionalita¨t untersucht. Aus den
Vorarbeiten von Ritschel et al. [39] und Stengl et al. [60] ist die Beobachtung von ver-
minderter Aktivita¨t der enzymatischen Katalyse bei gleichzeitigem Ru¨ckgang der
Dimerisierung der Proteins bekannt. Es war nun Ziel, diese These weiter zu stu¨tzen
und den Monomerisierungsgrad zu erho¨hen.
Zur Bestimmung des Monomer/Dimer-Verha¨ltnisses wurden zuna¨chst zwei Verfahren
eingesetzt: die analytische chromatographische Trennung nach dem Molekulargewicht
(Size Exclusion Chromatography - SEC) an einem Superdex 200 Gel und die Be-
stimmung in einem Flugzeit-Massenspektrometer mit weicher Ionisierung u¨ber eine
nano-Elektrosprayanlage. Beide Techniken bieten jeweils Vorteile, die sich gegenseitig
erga¨nzen. So kann das massenspektroskopische Experiment mit geringen Probenmengen
durchgefu¨hrt werden und liefert bei externer Kalibrierung sehr genaue Masseangaben
hinsichtlich der detektierbaren Agglomerate. Allerdings bedarf es einer Probenauf-
bereitung durch einen Umpufferungsschritt hin zu einer vollsta¨ndig evaporierbaren
Zusammensetzung. Instabile Proteine ko¨nnten hierbei denaturieren, was allerdings bei
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Abbildung 3.13: Analytische Gro¨ßenausschlusschromatographie (SEC) verschiedener TGT Varianten
sowie einer Referenz aus Alkohol Dehydrogenase 150 kDa, Albumin 66 kDa, Carbo-
anhydrase 29 kDa und Cytochrom C 12 kDa. Die Auftrennung erfolgt gema¨ß des
reziproken Molekulargewichts. Aufgetragen ist die UV-Absorption (proportional zur
eluierten Proteinmenge) in Abha¨ngigkeit der Elutionszeit. Monomodale Verteilungen
bei ca. 14.5 mL zeigen TGT Dimer, die bimodale Verteilung bei TGT W326E/E339Q
ein Monomer/Dimer-Gemisch an.
TGT nicht beobachtet wurde. Die Qualita¨t der erhaltenen Spektren ha¨ngt stark von
der Vollsta¨ndigkeit des Pufferaustauschs ab (zu nativer MS siehe auch Heck et al. [35]).
Die Gro¨ßenausschlusschromatographie kommt hingegen ohne vorherigen Pufferaus-
tausch aus, da alle in dieser Arbeit untersuchten Proben bereits in einem geeigneten
Puffer vorlagen. Allerdings ist das Trennverhalten nicht nur vom Molekulargewicht
abha¨ngig: Unspezifische Affinita¨t zum Sa¨ulenmaterial sowie Wechselwirkungen der
Probenbestandteile untereinander ko¨nnen zu Fehlinterpretationen fu¨hren. Deshalb ist
diese Methode eher als relatives Vergleichsverfahren gegenu¨ber einer bekannten Probe,
hier des TGT-Wildtypproteins, anzuwenden. Vorteilhaft ist jedoch die deutlich ho¨here
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Konzentration mit der die Proteinprobe aufgetragen werden kann, sodass eine Aussage
im Konzentrationsbereich der Kristallisationsbedingungen gemacht werden kann.
Abbildung 3.13 zeigt die Elutionsdiagramme der Variante TGT W326E/E339Q, des
TGT Wildtyps sowie einer Vergleichsvariante TGT E339Q und der externen Kalibrie-
rung. In Bezug auf die zu erwartende Peaklage wu¨rde das Referenzprotein 2 (Albumin
66 kDa) TGT Dimer (ca. 86 kDa) und Monomer (ca. 43 kDa) voneinander trennen,
sodass man dimeres Protein bei kleiner 14 mL und solches in monomerer Form bei
gro¨ßer 14 mL erwarten wu¨rde. TGT Wildtyp eluiert jedoch bei 14.5 mL mit einem
signifikant gro¨ßeren Volumen, als dies fu¨r das Dimer anhand der externen Sa¨ulenka-
librierung zu erwarten wa¨re (a¨hnliches wurde durch Reuter et al. beobachtet [62]).
Aus Untersuchungen von Ritschel et al. [39] ist jedoch zweifelsfrei bekannt, dass es sich
dabei um ein Dimer mit dem Molekulargewicht von etwa 86 kDa handelt. Deshalb wird
im Folgenden auf diese Peaklage von 14.5 mL fu¨r das Dimer Bezug genommen. Die
Variante TGT W326E/E339Q zeigt abweichend vom Wildtyp keine monomodale, son-
dern eine bimodale Verteilung. Da mittels SDS-Gelelektrophorese und denaturierender
Massenspektrometrie die Reinheit der Probe zuvor verifiziert worden war, mu¨ssen die
beiden Peaks zwangsla¨ufig aus zwei nebeneinander vorliegenden oligomeren Zusta¨nden
der TGT resultieren, wobei das Fla¨chenverha¨ltnis etwa 1:2 entspricht. Die Peaklagen
bei 12.9 mL und 15.6 mL decken sich nicht mit den Beobachtungen beim TGT Wildtyp.
Allerdings ist das Trennungsverhalten der Sa¨ule im beobachteten Molekulargewichtsbe-
reich nicht ausreichend hoch, sodass von einer gegenseitigen Beeinflussung der beiden
Formen Monomer und Dimer hinsichtlich des Elutionsvolumens ausgegangen werden
muss. Der Peak bei 12.9 mL sollte dem Dimer entsprechen, da ho¨here Oligomerisie-
rungsgrade bisher nicht festgestellt wurden. Der zweite Peak bei 15.6 mL sollte dann die
monomere Form repra¨sentieren. Dieses Experiment zeigte erstmals, dass TGT durch
das Einfu¨hren von Punktmutationen in hohem Maße monomerisiert werden kann. Die
entscheidende Verbindungsstelle repra¨sentiert Tryptophan 326, da die Untersuchung
der Variante E339Q keine Verschiebung der Peaklage zeigt. Vielmehr wird analog
zum Wildtyp die Peaklage bei 14.7 mL gefunden. Ein kleiner Peak bei 20.0 mL ist auf
nachgewiesene Verunreinigungen zuru¨ckzufu¨hren.
Eine weitere Vergleichsmo¨glichkeit bietet die Variante TGT K52M, welche ebenfalls
von Ritschel et al. umfassend charakterisiert wurde. [39,68] In massenspektroskopischen
Untersuchungen wurde dort das Enzym fast ausschließlich in seiner dimeren Form
gefunden. Lediglich bei geringeren Konzentrationen traten Spuren des Monomers auf.
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Abbildung 3.14: Analytische Gro¨ßenausschlusschromatographie (SEC) der TGT Variante K52M.
Die Auftrennung erfolgt gema¨ß dem reziproken Molekulargewicht. Aufgetragen ist
die UV-Absorption (proportional zur eluierten Proteinmenge) in Abha¨ngigkeit der
Elutionszeit. Die monomodale Verteilung bei ca. 14.5 mL zeigt TGT Dimer an.
Das Elutionsdiagramm fu¨r diese Variante ist in Abbildung 3.14 dargestellt und weist
mit 14.4 mL etwa die gleiche Peaklage auf wie der Wildtyp und die Variante TGT
E339Q. Diese Beobachtung liegt im erwarteten Bereich, da Glu339 und Lys52’ im
Wildtyp regelma¨ßig eine Salzbru¨cke bilden und durch diese zwei Mutationen folglich
dieselbe Wechselwirkung adressiert wird (vgl. Abbildung 3.1).
Die Methode der nicht denaturierenden nano-ESI Massenspektrometrie fand ebenfalls
Anwendung bei der Charakterisierung der neu exprimierten Proteinvariante TGT
W326E/E339Q und wurde am Laboratoire de Spectrome´trie de Masse Bio-Organique
(LSMBO) durchgefu¨hrt. Aus fru¨heren Untersuchungen an TGT ist eine signifikan-
te Konzentrationsabha¨ngigkeit des Oligomerisierungsgrades bekannt. Danach treten
bei niedrigeren Konzentrationen, z.B˙. 1 µM, eher Anteile des Monomers auf, als bei
hoher Konzentration, z.B˙. 10 µM. [39,68] Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
ausschließlich Bestimmungen bei einer Proteinkonzentration von 10 µM bezogen auf
monomere TGT durchgefu¨hrt.
Die doppelt mutierte Variante zeigt zwei Signalsa¨tze, wobei mit einem Fla¨chenanteil
von etwa 90% die Masse des Monomers inklusive eines gebundenen Zinkions signifikant
u¨berwiegt. TGT Wildtyp wie auch die Variante TGT K52M zeigten bei vorangegan-
genen Untersuchungen unter den gleichen Bedingungen praktisch ausschließlich das
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TGT W326E/E339Q
Denat. Masse: 42 954 Da
Theoretische Masse:
Monomer (apo): 42 955.7 Da
Monomer + 1 Zn: 43 021.1 Da
Dimer + 2 Zn: 86 042.2 Da
Abbildung 3.15: Native Massenspektrometrie an TGT W326E/E339Q (10 mM in Ammoniumacetat-
puffer). Aufgetragen ist das Spektrum im Rohformat mit aus externem Standard
ermittelten Masse-zu-Ladungsverha¨ltnis auf der Abszisse. Die Rekonstruktion der
Masse ist u¨ber dem jeweiligen Multiplett angegeben. Zum gro¨ßten Teil liegt TGT
W326E/E339Q als Monomer mit einem gebundenen Zinkion vor. Die theoretische
Masse wurde durch ProtParam [87] an Hand der Peptidsequenz berechnet.
dimerisierte Protein. Die Beobachtungen der nativen Massenspektrometrie korrespon-
dieren somit mit den oben vorgestellten Gelfiltrationsexperimenten. Die neu eingefu¨gten
Vera¨nderungen sind folglich fu¨r den Monomerisierungseffekt maßgeblich.
Der Nachweis einer signifikanten Verringerung des funktionalen TGT Dimers zugunsten
des inaktiven Monomers durch die instrumentellen Methoden la¨sst auch einen Einfluss
auf die katalytische Aktivita¨t vermuten. In Tabelle 3.2 sind die in vitro Assaydaten des
TGT katalysierten Austauschs der Base Guanin in tRNA gegen 3H-Guanin fu¨r einige
relevante Varianten sowie den Wildtyp aufgefu¨hrt.
Gegenu¨ber dem Wildtyp ist der Umsatz, charakterisiert durch kcat, fu¨r die weitgehend
monomerisierte Variante TGT W326E/E339Q ca. um den Faktor 20 reduziert, wa¨hrend
die Substrataffinita¨t zu tRNA, gekennzeichnet durch KM, unvera¨ndert bleibt. Dies
entspricht der Erwartung, da der Anteil des dimer vorliegenden Katalysators zwar
gesenkt, die Substraterkennungstasche jedoch nicht vera¨ndert wurde. Anders hingegen
ist die Situation bei der Variante TGT K52M, bei der durch die Mutagenese die an
der Bindung zur tRNA beteiligte Aminosa¨ure 52 vera¨ndert wurde (K52 bildet dort
eine Stacking zu U35, siehe dazu Abbildungen 3b & 5c in Xie et al. [55]). Zwar ist
der Einfluss auf die Umsatzrate mit Faktor 50 drastischer als durch die hochgradige
Monomerisierung bei TGT W326E/E339Q, allerdings wird in gleichem Maße die
Affinita¨t zur tRNA um den Faktor 5 gesenkt. Zum Vergleich bietet sich deshalb die
substrataffinita¨tsspezifische Wechselzahl bzgl. tRNA an, die beim TGT Monomer um
den Faktor 20, bei der K52M Variante um den Faktor 10 erniedrigt ist.
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Tabelle 3.2: Relevante enzymkinetische Parameter hinsichtlich des Umsatzes von tRNA als Substrat
durch TGT W326E/E339Q.
Mutationen kcat [10−2s−1] KM [µM ] kcatKM [10
4L ·mol−1 · s−1]
TGT Wildtyp 1.2 4.8 0.25
TGT K52M 0.023 [39] 0.98 [39] 0.023
TGT W326E/E339Q 0.055 4.7 0.012
Kristallographische Charakterisierung
Zur genaueren Aufkla¨rung der Auswirkungen auf den Katalyseprozess sowie fu¨r die
rationale, strukturbasierte Entwicklung eines Protein-Protein-Interface-Liganden ist die
weitgehende Aufkla¨rung der Struktur einer monomeren Form der TGT von Bedeutung.
Deshalb wurde versucht, die Variante W326E/E339Q zu kristallisieren. Fu¨r die Kristal-
lisation kam letztendlich eine geringfu¨gig gea¨nderte Proteinvariante zur Anwendung,
bei der zusa¨tzlich die Cysteine 158 und 281 jeweils gegen Serin ersetzt wurden, ohne
dass sich daraus strukturelle oder funktionale A¨nderungen im Enzym ergeben. Die fu¨r
den Wildtyp etablierten Bedingungen [39,60,63] fu¨hrten jedoch nicht zur Kristallisation.
Dies ist insofern nicht verwunderlich, da das Protein durch den weitgehend monomeren
Zustand andere Lo¨slichkeitseigenschaften aufweist und zudem bzw. gerade deshalb
in einem Puffer mit weniger als einem Zehntel der sonst u¨blichen Salzkonzentration
vorliegt (vgl. auch Affinita¨tsverhalten zu Phenyl-Sepharose in Abbildung 3.9). Um
eine spontane Kristallisation zu erreichen, wurden etwa 1250 Bedingungen mit Hilfe
eines Roboters pipettiert und u¨ber einen Zeitraum von mehreren Wochen kontrolliert.
Dabei wurden rhomboedrische Kristalle in vielen Bedingungen mit mittlerem Gehalt an
Polyethylenglycol unterschiedlichen Molekulargewichts beobachtet. Schließlich wurde
ein Kristall der Bedingung PACT51 (20% PEG 3350, 0.2 mol L−1 Natriumjodid) fu¨r
die Ro¨ntgenstrukturanalyse ausgewa¨hlt. Die Datensammlung am BESSY II mit Syn-
chrotronstrahlung ergab einen Datensatz mit einer Auflo¨sung von 1.55 A˚ (pdb-Code:
3UVI). Die damit aufgekla¨rte Struktur wird weiter unten erla¨utert.
Eine vergleichende Gegenu¨berstellung mit der Variante TGT K52M (bereits publizierte
Daten mit pdb-Code 3HFY) wurde als zielfu¨hrend angesehen. Da die von Ritschel
et al. bestimmte Struktur jedoch in wichtigen Bereichen keine ausreichend definierte
Elektronendichte aufweist, wurde diese unter Vera¨nderung der Kristallisationsbedingun-
gen erneut charakterisiert, um eine zuverla¨ssigere Strukturaufkla¨rung zu ermo¨glichen.
Kristalle hoher Qualita¨t wurden durch Anpassung des pH-Wertes auf 8.5 mittels
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Abbildung 3.16: Vergleich der Loop-Konformationen hinsichtlicher der Mutation K52M. Dargestellt
sind der Wildtyp - 1PUD (gru¨n), TGT K52M - 3HFY von 2009 (rosa) und TGT
K52M - 4DXX von 2012 (cyan). Wa¨hrend in der rosa angefa¨rbten Struktur weite
Teile eines Loops (Aminosa¨uren 46 bis 52) sowie der sich anschließenden Helix α1
fehlen, sind in 4DXX (cyan) zwei Konformationen charakterisiert, von denen eine
dem Wildtypverlauf folgt, die andere eine abweichende Geometrie einnimmt. In blau
ist Lys52 aus 2Z7K gezeigt.
Abbildung 3.17: Verlauf des Loops 46 bis 52 in TGT K52M - 4DXX (cyan) in beiden Konformationen
(stick-Modell, blau dem Wildtyp folgend, rosa abweichender Verlauf) in die 2Fo-Fc-
Elektronendichtekarte (Level 3σ, graues Netz) eingebettet. Met52 zeigt dabei in zwei
nahezu entgegengesetzte Richtungen (rosa: Konformation A, blau: Konformation B)
und bedingt so den unterschiedlichen Loop-Verlauf.
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Abbildung 3.18: Darstellung der Interaktionen von Loop-Konformation A in 4DXX zum Homodimer-
partner: direkte Wechselwirkung Val51-Glu339’ 2.5 A˚, Wasser-vermittelte H-Bru¨cken
Ala49-H2O-Glu339’ 2.9 A˚ bzw. 2.4 A˚ und Val51/Met52-H2O-Leu341’ 2.5 A˚/2.7 A˚
bzw. 2.9 A˚.
Abbildung 3.19: Darstellung der Interaktionen von Loop-Konformation B in 4DXX zum Homodimer-
partner: direkte Wechselwirkungen Ala49-Tyr330’ 2.4 A˚ und Ala48-His333’ 2.5 A˚,
Wasser-vermittelte H-Bru¨cke Ala53-H2O-Leu341’ 3.0 A˚ bzw. 2.9 A˚.
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0.1 mol L−1 TRIS sowie des PEG8000 Gehalts auf 12% unter Beibehaltung von 10%
DMSO erhalten, wobei zusa¨tzlich die Zusammensetzung des Tropfens im sitting-drop
Verfahren auf 2 µL Proteinlo¨sung und 1 µL des Kristallisationspuffers vera¨ndert wurde.
Bei der Datensammlung am Synchrotron BESSY II konnte eine Auflo¨sung von 1.66 A˚
erzielt werden (pdb-Code: 4DXX).
Analog zu den bisherigen Erkenntnissen kristallisiert die Variante TGT K52M in der fu¨r
den Wildtyp u¨blichen Raumgruppe C2 mit einer Polypeptidkette pro asymmetrischer
Einheit. Die Zellkonstanten sind weitgehend identisch mit Abweichungen von max. 2%.
Durch Erga¨nzung der symmetriea¨quivalenten Moleku¨le gema¨ß der Kristallsymmetrie
ergibt sich das funktionale Dimer unter Ausbildung des untersuchten Protein-Protein-
Interface. Im Gegensatz zur zuvor gelo¨sten Struktur gelang es bei der Reproduktion
nahezu alle Aminosa¨uren im PPI-Bereich eindeutig zu identifizieren und zu verfeinern.
Lediglich die zwei Alaninreste 48 und 49 weisen eine zu schlecht definierte Elektro-
nendichte fu¨r die eindeutige Zuordnung auf. So konnten nun ebenfalls strukturelle
Informationen u¨ber den Sequenzbereich 50 bis 62 ermittelt werden (Abbildung 3.16).
Dabei wurde deutlich, dass die Helix α1 gegenu¨ber dem Wildtyp an unvera¨nderter
Position zu liegen kommt. Der Schleifenbereich zwischen 46 und 52 nimmt hingegen
zwei verschiedene Konformationen ein: Mit einer Besetzung von 54% u¨berwiegt die vom
Wildtyp abweichende Konformation gegenu¨ber einem dem Wildtyp entsprechenden
Verlauf, der mit 46% verfeinert wurde. Die Helices αE’ und αF’ und damit auch die
Aminosa¨uren Tyr330’ und Glu339’ bleiben im Gegensatz zur Struktur 3HFY in einer
dem Wildtyp analogen Position. Die mutierte Aminosa¨ure 52 liegt als Methionin zu
einem Teil in einer dem Lysin a¨hnlichen Konformation vor. Bemerkenswerter Weise
bildet Lys52 die Bindung zum anderen Monomer nur in 2/3 der in der Proteindatenbank
hinterlegten Strukturen aus (vgl. Abbildung 3.1 sowie beispielhaft die blaue Darstellung
in Abbildung 3.16 aus 2Z7K), im anderen Teil wird eine Ausrichtung hin zu Thr285
bevorzugt (in Abbildung 3.16 beispielhaft in dunkler Darstellung aus 1PUD). Eben
in dieser zweiten Konformation kommt Met52 in 46% der Fa¨lle so zu liegen, dass
der Verlauf des sich anschließenden Loops dem der Wildtypstruktur entspricht. Als
treibende Kraft ist eine schwache induzierte Dipol-Interaktion zu Thr285 bei einem
Abstand von 3.4 A˚ wahrscheinlich. Zu 56% nimmt Met52 jedoch eine Position ein,
die in der Struktur des Wildtyps von Val51 besetzt wird, und bildet in Folge dessen
hydrophobe Wechselwirkungen zu Pro44, Val59 und Ile351 aus. Die dafu¨r erforderliche
Positionsa¨nderung von Val51 fu¨hrt schließlich zum gea¨nderten Loop-Verlauf.
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Zur na¨heren Analyse der verschiedenen Loop-Konformationen wurden Ala48 und Ala49
in die verbleibende, geringe Restelektronendichte eingepasst (Abbildung 3.17). Bei
Betrachtung der Abbildungen 3.18 und 3.19 wird deutlich, dass die Lage der zwei
Konformationen durch gerichtete Wasserstoffbru¨ckenbindungen zum Dimerpartner
stabilisiert wird. Direkte Kontakte werden entweder analog zum Wildtyp zwischen
Tyr330’ sowie His 333’ zu Ala48 und Ala49 (Abbildung 3.19 Konformation B) oder
aber zwischen Glu339’ und den Hauptkettenatomen von Val51 ausgebildet (Abbildung
3.18 Konformation A). Hinzu kommen vermutlich schwa¨chere, durch Wassermoleku¨le
vermittelte Kontakte zwischen dem Loop-Backbone und der Helix αF’.
In Erga¨nzung zur bereits beschriebenen Struktur kann festgestellt werden, dass die von
Ritschel et al. [39] diskutierte Flexibilita¨t sich offenbar auf den Bereich der Aminosa¨uren
46 bis 52 beschra¨nkt. Durch A¨nderung der Kristallisationsbedingungen konnten Kristalle
ho¨herer Qualita¨t und damit besser aufgelo¨sten Strukturmerkmalen erhalten werden.
Die Dimerisierung scheint hiervon jedoch nicht deutlich beeinflusst zu sein, da beide
Loop-Konformationen Kontakte zum anderen Dimerpartner ausbilden und damit zur
Stabilisierung des Protein-Protein-Kontakts beitragen. Auf der Seite des anderen
Monomers konnten keinerlei Vera¨nderungen durch die Mutation K52M beobachtet
werden. Dabei handelt es sich um die Aminosa¨ure Glu339, die sich an der Spitze
eingebettet zwischen zwei starren helikalen Strukturelementen befindet. [101]
Obwohl durch Massenspektroskopie u¨berwiegend die monomere Form der Variante TGT
W326E/E339Q bzw. TGT C158S/C281S/W326E/E339Q nachgewiesen wurde, wurde
die Lo¨sung ihrer Kristallstruktur in der Raumgruppe C2 mit analoger Geometrie zu
den bisher bekannten Strukturen der TGT erhalten (pdb-Code: 3UVI). Das funktionale
Dimer ergibt sich somit auch hier durch Anfu¨gen eines Symmetriea¨quivalents. Weite
Teile des Proteins sind darin deckungsgleich mit den bekannten Wildtypstrukturen.
Allerdings ko¨nnen in den Bereichen der zwei Punktmutationen signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Der Austausch W326E fu¨hrt zu einer Verringerung der Rauman-
spruchs der an dieser Position befindlichen Aminosa¨ure. Dieser Umstand wird jedoch
nicht durch Umfaltung des gebundenen Dimerpartners sondern durch Einlagerung von
sechs zusa¨tzlichen Wassermoleku¨len in die Struktur kompensiert (Entfernung 2.6 A˚
bis 3.1 A˚), wobei zwei dieser Wassermoleku¨le eine Wasserstoffbru¨ckenbindung an die
Hauptkettencarbonylsauerstoffatome von Phe92’ (3.4 A˚) und Met93’ (2.9 A˚) ausbilden
(Abbildung 3.20 sowie Abbildung 3.21 fu¨r den Vergleich zum Wildtyp). Ein direkter
Kontakt zwischen den zwei Monomeren wa¨re allein schon aus Sicht der Ladungen bzw.
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Abbildung 3.20: Ausschnitt aus TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI mit der mutierten Ami-
nosa¨ure Glu326 direkt umgeben von 6 Wassermoleku¨len im Abstand 2.6 A˚ ... 3.1 A˚.
Zwei dieser Wassermoleku¨le bilden Bru¨cken zum Homodimerpartner an Phe92’ und
Met93’ aus (Absta¨nde 2.7 A˚ ... 3.4 A˚).
Abbildung 3.21: Detailansicht aus TGT Wildtyp - 1PUD: Trp326 bildet eine direkte Wasserstoff-
bru¨ckenbindung zu Met93’ mit einem Abstand von 3.0 A˚ aus. Kein a¨quivalentes
Wassermoleku¨l zu denen in 3UVI ist vorhanden.
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Abbildung 3.22: Darstellung der Interaktionen des Loop 46’ bis 52’ in TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI zum Homodimerpartner. Oben: Es
wurde die gleiche Orientierung wie in Abbildungen 3.18, 3.19 sowie 3.23 gewa¨hlt.
Dabei werden durch den gea¨nderten ra¨umlichen Verlauf die wesentlichen Inter-
aktionen verdeckt. Unten: in einer anderen Orientierung werden die direkten
Wechselwirkungen Lys52’ - Leu341 2.8 A˚, Lys52’ - Gln339 3.0 A˚, Thr50’ - Gln339
3.0 A˚, Ala48’ - Gln339 2.6 A˚ sichtbar.
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Polarisierungen nur dann mo¨glich, wenn es zu einer lokalen Umfaltung ka¨me.
Auffa¨llig ist zum zweiten, dass in Analogie zur bisher einzig bekannten Struktur einer
am Interface vera¨nderten Variante (TGT K52M) der Loop-Bereich der Aminosa¨uren
46 bis 52 eine gea¨nderte Konformation einnimmt, die bei der gegebenen Auflo¨sung
von 1.55 A˚ mit 100% verfeinert werden konnte. Der Verlauf weicht noch mehr vom
typischen Verlauf im Wildtyp ab, als dies bei K52M der Fall ist. Daraus resultiert
ein vo¨llig neu geordnetes Interaktionsmuster zwischen den beiden Monomeren in
diesem Bereich des Dimerkontakts (Abbildung 3.22): Die Seitenkette der zu Glutamin
mutierten Aminosa¨ure 339 stabilisiert die Lage des Loops gleich dreifach durch zwei
H-Bru¨ckenbindungen vom Sauerstoff der Seitenkette zu zwei Amidstickstoffatomen von
Thr50’ und Lys52’ (jeweils 3.0 A˚) sowie einer Bindung vom Carboxamidstickstoff zum
Carbonylsauerstoffatom von Ala48’ (2.6 A˚). Außerdem sitzt die Carbonylgruppe von
Lys52’ so in Verla¨ngerung der Helix αF, dass eine starke Wasserstoffbru¨ckenbindung
durch die Richtungspolarisierung entlang der helicalen Achse ausgebildet werden kann
(2.8 A˚ zu Leu341).
Abbildung 3.23: Darstellung der Interaktionen des Loop 46’ bis 52’ in TGT E339Q - 3UNT (orange) im
Vergleich zum Wildtyp - 1PUD (gru¨n). Direkte Wechselwirkungen werden identisch
ausgebildet: Ala48’ - His333 2.7 A˚, Ala49’ - Tyr330 2.6 A˚. Die Mutation E339Q hat
lediglich geringe Auswirkungen auf die Positionierung von Wassermoleku¨len in zwei
Bru¨cken (rot 1PUD, gelb 3UNT): Thr50’/Lys52’ - H2O - Gln339 3.0 A˚/3.3 A˚ und
3.2 A˚, Ala53’ - H2O - Gln339 3.0 A˚ und 2.9 A˚.
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Inwiefern die Mutation an Position 339 einen entscheidenden Einfluss auf diese Loop-
Konformation nimmt, konnte nur an Hand einer Struktur der Einzelmutante TGT
E339Q aufgekla¨rt werden. nanoESI-MS Messungen ergaben auf Grund von Verunreini-
gungen kein geeignetes Spektrum. Die Geometrie der mit einer Auflo¨sung von 1.80 A˚
gelo¨sten Struktur (pdb-Code: 3UNT) weist die beschriebene Abweichung vom Wildtyp
nicht auf, alle Aminosa¨uren im entsprechenden Bereich liegen nahezu deckungsgleich
(Abbildung 3.23). Lediglich eines der vermittelnden Wassermoleku¨le ist leicht verscho-
ben und ermo¨glicht so eine Bindung an die Carbonylgruppe der Hauptkette von Thr50’.
Verschiebung und Bindungsausbildung sind durch den Wegfall der Ladung sowie durch
die mo¨gliche Rotation innerhalb der terminalen Carboxamidgruppe der Glutaminsei-
tenkette an Position 339 zu erkla¨ren. Die Vera¨nderung von Glu zu Gln begu¨nstigt
somit zwar die Interaktionen zwischen den einzelnen Monomeren in der Kristallpackung
bei gea¨ndertem Loop-Verlauf in der Doppelmutante W326E/E339Q (3UVI), ist selbst
jedoch nicht fu¨r die strukturelle Auslenkung aus der Wildtypkonformation ursa¨chlich.
Die zur Kristallisation von TGT C158S/C281S/W326E/E339Q genutzten Bedingungen
wurden neu etabliert und enthalten das bis dato nicht eingesetzte Salz Natriumjodid.
In der Proteinstruktur kann an zehn Positionen ein Jodidion identifiziert werden, wobei
die Besetzung sich an zwei Stellen durch Positionierung an einer speziellen Lage auf
einer Symmetrieachse gegenseitig bedingt (jeweils auf 50% Population verfeinert) und
an allen anderen Pla¨tzen mit 34% bis 65% verfeinert wurde. Sie befinden sich bis
auf zwei Ausnahmen an der Außenseite des Proteins in leicht zuga¨nglichen Bereichen,
sodass es unwahrscheinlich erscheint, dass diese Jodidionen funktionsentscheidende
Taschen besetzen. Die zwei u¨brigen befinden sich in unmittelbarer Umgebung des Loop
46 bis 52. Dies unterstreicht zum einen die Notwendigkeit der Jodidionen als wichtiges
Additiv fu¨r die Kristallisation, gibt aber auch dazu Anlass, die beobachtete Struktur
zu einem gewissen Grad als Spezifikum der Kristallisationsbedingungen zu werten. Die
Packung der eigentlich in Lo¨sung monomerisierten Variante TGT W326E/E339Q als
kristallographisches Dimer im Festko¨rper, die mit dieser Geometrie der des funktionellen
Dimers des Wildtyps entspricht, ko¨nnte durch eine sehr gu¨nstige Kristallpackung bedingt
sein, die eine optimale, energiegu¨nstige und gleichzeitig kompakte Anordnung der TGT-
Moleku¨le ermo¨glicht. Die Additive wu¨rden dann diese Anordnung im Kristallgitter
zusa¨tzlich stabilisieren (vgl. die Diskussion in 3.4).
Durch die Vera¨nderungen im Bereich 46 bis 52 kommt es zu einer partiellen Umge-
staltung der Protein-Protein-Kontaktfla¨che und dem Auftreten einer flachen Kavita¨t
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Abbildung 3.24: Detail einer in TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI erstmalig aufgetretenen
Kavita¨t (Oberfla¨che halbtransparent in gru¨n) im Interface-Bereich des Homodimers.
Gebildet wird diese hauptsa¨chlich durch die Aminosa¨uren Thr47, Ala48, Ala49, Thr50,
Lys52 (als Teile einer Schleife), His73, Leu74, Arg77, Pro78 (als Teile einer Helix),
Leu89, Phe92, Met93 (als Teile einer Helix) und ist mit einem ungeordneten Iodidion
auf zwei mo¨glichen Positionen (violett) sowie zwei unabha¨ngigen Wasserclustern mit
jeweils sechs Mitgliedern gefu¨llt. Zusa¨tzlich ragt aus dem anderen Monomer (blau)
die Aminosa¨ure His333’ in die Tasche. Tyr330’ sowie Glu326’ und Gln 339’ befinden
sich in unmittelbarer Na¨he.
(Abbildung 3.24), die durch ein in zwei Lagen disloziertes Jodidion sowie einen Cluster
von sechs Wassermoleku¨len besetzt wird. Im Grenzbereich zur exponierten Oberfla¨che
finden sich die Aminosa¨uren Glu326’, Tyr330’, His333’ sowie Gln339’ des Dimer-
partners sowie weitere sechs Wassermoleku¨le. Die Eignung dieser Tasche fu¨r weitere
Untersuchungen in Hinblick auf den Entwurf eines Inhibitors zum Blockieren der
Protein-Protein-Kontaktbildung wird in einem spa¨teren Teil dieser Arbeit diskutiert
und wurde zudem in Ansa¨tzen experimentell untersucht (siehe Kapitel 3.7).
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3.4 Diskussion I: Identifikation treibender Kra¨fte der
TGT Dimerisierung
Zuna¨chst soll genauer auf die Methodik der Hot-Spot Detektion eingegangen werden.
In der Literatur wurden zahlreiche Methoden beschrieben, um die Bindeeigenschaften
von Aminosa¨uren an Protein-Protein-Interfaces zu klassifizieren und zu quantifizieren.
Dabei kamen zum einen wissensbasierte Ansa¨tze auf Basis entweder struktureller oder
auch entwicklungsgeschichtlicher Daten zum Einsatz, zum anderen wurden Verfahren
zur Energieabscha¨tzung entwickelt. Dabei ist es zuna¨chst einmal unerheblich, ob ein
vorhandenes Interface klassifiziert wird oder aber ein Vorhersagemodell in Bezug auf
eventuelle Ausbildung eines Komplexes das Ziel der Untersuchungen darstellt. [102] In
Bezug auf den vertretbaren Aufwand besonders in Hinblick auf die zur Verfu¨gung
stehenden Rechenkapazita¨ten mu¨ssen jedoch immer dann Abstriche bei Detailinfor-
mationen gemacht werden, wenn der Untersuchungsgegenstand umfangreich ist. So ist
ein genomweites PPI-Docking/Scoring mit anderen Maßsta¨ben zu betrachten als die
genaue Analyse eines einzelnen PP-Komplexes hinsichtlich der Hot-Spot-Verteilung.
Nichtsdestotrotz stellen wegen des großen Aufwands eines experimentellen Alanin-Scans
Computermethoden wie z.B˙. die Molekulardynamik eine Alternative dar, um erste
Einblicke in die stabilisierenden Beitra¨ge einzelner Aminosa¨uren zu erhalten. Massova
und Kollman berichteten als erste von einem Computational Alanine Scanning. [103]
Dabei wurden jeweils separate Simulationen fu¨r in silico Alaninmutanten durchgefu¨hrt
und die Differenz der Systemenergien mit dem Bindungsbeitrag der durch Alanin
ersetzten Aminosa¨ureseitenkette korreliert. Eine schnellere, auch im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzte Variante ist es, die Energiedifferenz zwischen dissoziiertem und
assoziiertem Zustand fu¨r jede Aminosa¨ure einzeln zu berechnen und die dazu beno¨tig-
ten Strukturdaten aus nur einer Simulation des Komplexes zu entnehmen. Die damit
erzielbaren Ergebnisse sind stark abha¨ngig von den genutzten Rechenmodellen bzw.
den angewendeten Parametern. [104] Um ein umfassendes Bild der Bindungseinflu¨sse
zu gewinnen, wa¨re es in der Tat notwendig, neben enthalpischen auch entropische
Anteile zu berechnen. Fu¨r Entropieabscha¨tzungen mu¨ssen die Systeme auf sehr langen
Zeitskalen simuliert werden, um alle relevanten Konfigurationen ausreichend zu beru¨ck-
sichtigen, sodass ihre Anteile an der Zustandssumme durch ein entsprechendes Modell
(Normalmodenanalyse oder quasiharmonische Analyse) erfasst werden ko¨nnen. [104] Ge-
rade bei großen Systemen mit einigen tausend Atomen ist dies durch die zur Verfu¨gung
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stehende Rechenkapazita¨t kaum zu gewa¨hrleisten. Ho¨chstwahrscheinlich ist das Solvens
in die Betrachtungen mit aufzunehmen – hier haben sich sowohl implizite als auch
explizite Methoden auf ihre Art und Weise bewa¨hrt –, was den Rechenaufwand weiter
vergro¨ßern wird. [100]
Im Abschnitt oben wurde auf die MMPBSA Methode, die in AMBER 11 implementiert
ist, zuru¨ckgegriffen. Dabei wurden die optimierten Parameter von Gohlke et al. [43]
genutzt. Die Abscha¨tzung der einzelnen Energiebeitra¨ge gilt als relatives Maß fu¨r
die Bindungsenergie und dient der Klassifikation der beteiligten Aminosa¨uren, um so
einen Ansatzpunkt fu¨r experimentelle Untersuchungen zu finden. Die Methode wurde
zudem durch weitere Informationen sowohl aus der Simulation, welche explizit das
Lo¨sungsmittelverhalten mit abbildet, als auch durch statistische Auswertungen der
Aminosa¨urekontakte einer Vielzahl von TGT-Kristallstrukturen sowie Erkenntnisse aus
der Literatur unterstu¨tzt. Diese vielfa¨ltige Bewertungsgrundlage und die durchgefu¨hrten
Validierungsberechnungen bildeten die wichtigsten Elemente fu¨r die erfolgreiche Auswahl
einer geeigneten Mutationsstelle.
Mit dem Ergebnis der weitgehenden Monomerisierung durch die Mutation an den Posi-
tionen 326 und 339 formt sich nun ein grundlegendes Bild der Dimerisierungsbestrebung
des untersuchten TGT Enzymkomplexes, das nachfolgend diskutiert und eingeordnet
werden soll. Durch die native nano-ESI Massenspektrometrie und die Gelfiltrations-
experimente konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass ein Großteil des Proteins
in Lo¨sung als Monomer vorliegt, wa¨hrend die strukturelle Charakterisierung mittels
Ro¨ntgenstrukturanalyse im Kristallgitter weiterhin ein Homodimer analog zu den
bekannten Wildtypstrukturen abbildet. Dabei besteht durchaus die Mo¨glichkeit, dass es
sich dabei um ein kristallographisch erzwungenes Dimer handelt. Die Konzentration des
Enzyms ist bei der Kristallisation im Bereich von 90 µM und im Kristall lokal weit ho¨her
anzusiedeln. Vergleicht man mit den Messungen der Massenspektrometrie (10 µM),
so wa¨re es bei einem konzentrationsabha¨ngigen Dimerisierungsgleichgewicht durchaus
denkbar, dass eine Verschiebung in Richtung Dimer erfolgt. Vermutlich wird durch
eine optimale Kristallpackung mit zwei benachbarten Moleku¨len auf einer zweiza¨hligen
Achse das Dimer deutlich besser stabilisiert, als sich dies fu¨r separate Monomere in
einer vo¨llig anderen Packung ergeben wu¨rde. Dies wu¨rde u¨ber das betrachtete Protein-
Protein-Interface hinaus ganz andere Packungskontakte erfordern. Vielfach wird in
der Literatur die mo¨gliche Unterscheidung zwischen ,echten’ und ,kristallographisch
bedingten’ Proteinkomplexen ero¨rtert. [105–108] Viele Methoden benutzen z.B˙. den Anteil
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des Interface an der Proteinoberfla¨che, Komplementa¨ranalysen hinsichtlich Ladung,
Hydrophobizita¨t und Oberfla¨chengestalt oder auch die Ha¨ufigkeit bestimmter Sekun-
da¨rstrukturmerkmale und der beteiligten Aminosa¨uren. Etabliert hat sich seit der
Vereinheitlichung des PDB-Formats die PISA Software (Protein Interfaces, Surfaces
and Assemblies) [97], die durch einen physikalisch-thermodynamischen Ansatz versucht,
gegebene makromolekulare Interaktionen zu bewerten. Vergleicht man jedoch die Vor-
hersagen dieser Methode fu¨r den Wildtyp (1PUD) und die kristallisierte Variante TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q (3UVI), so fallen diese mit ∆G von −16.7 kcal mol−1 und
−15.3 kcal mol−1 nahezu identisch aus und lassen eine Unterscheidung nicht zu. Die Ein-
beziehung einer Hot-Spot-Funktionalita¨t ist mit diesem Programm nicht mo¨glich. Umso
wichtiger erscheint es in diesem Zusammenhang Aussagen u¨ber die Quarta¨rstruktur in
Lo¨sung zu ermitteln. Deshalb wurden in den hier vorgestellten Analysen konsequent
unter zu Hilfenahme der nativen nano-ESI Massenspektrometrie Informationen u¨ber
den strukturellen Aufbau in Lo¨sung bestimmt.
Abbildung 3.25: Netzwerk der aromatischen Aminosa¨uren Trp326, Tyr330, Phe92’ und His333 am
Interface des TGT Wildtyp Enzyms - 1PUD (Monomere in blau und gru¨n). Durch
aromatische Interaktionen bilden diese einen Cluster (Absta¨nde Trp326 - Tyr330
ca. 5.5 A˚, Tyr330 - Phe92’ ca. 5.0 A˚, Phe92’ - His333 ca. 5.3 A˚, His333 - Tyr330
ca. 6.2 A˚), u¨ber Wasserstoffbru¨ckenbindungen wird der Enzymkomplex stabilisiert
(Absta¨nde Trp326 - Met93’ 3.0 A˚, Tyr330 - Ala49’ 2.6 A˚, His333 - Ala48’ 2.7 A˚).
73
3 Ergebnisse und Diskussion
Der Ersatz von Tryptophan gegen Glutamat a¨ndert grundlegend das Eigenschaftspro-
fil in einem der wichtigen Hot-Spot-Bereiche der Proteinoberfla¨che. Zum einen wird
durch die repulsiven Wechselwirkungen der zwei Akzeptorfunktionalita¨ten die zuvor
bestehende Bindungsaffinita¨t signifikant herabgesetzt, zum anderen zeigt die Struktur-
bestimmung der Mutante (3UVI) deutlich den erho¨hten Solvatationsgrad an Glu326.
Dieses ist von sechs zusa¨tzlichen Wassermoleku¨len umgeben. Die Integration von Wasser
in Bereiche von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist durch verschiedene Aufgaben
der Moleku¨le gekennzeichnet: Sie ko¨nnen Bindungen u¨berbru¨cken, lediglich an einen
der Partner binden oder ohne spezifische Interaktion in das Interface aufgenommen
werden. Wa¨hrend fu¨r den ersten Fall eine stabilisierende Wirkung anzunehmen ist,
sollte der sonstige Beitrag von in das Interface aufgenommenen Wassermoleku¨len zur
Protein-Protein-Interaktion eher destabilisierend sein. [109] Der Ausschluss von Wasser
ist somit ein Beitrag zur Stabilisierung der makromolekularen Komplexbildung, der
durch Freisetzung der vormals geordneten Wassermoleku¨le der Hydrathu¨lle in die
umgebende Wasserphase entropisch gu¨nstig sein sollte. [30] Der Nachweis von Wasser-
moleku¨len im Bereich des Interface allein erscheint daher nicht ausreichend, sondern
vielmehr muss auch die lokale Umgebung in die Betrachtung einbezogen werden. Hier
befinden sich die hydrophoben Aminosa¨uren Val322, Typ330, Leu341, Leu345, Pro56’
sowie die Methylengruppen von Lys55’. Dem geordneten Wassercluster um Glu326
bieten sich daher keine Mo¨glichkeiten zur Ausbildung von weiteren H-Bru¨cken an das
Protein, sodass die einzelnen Moleku¨le schlechter solvatisiert sind, als wenn sie sich frei
in Lo¨sung befa¨nden. Beim Wildtyp wird diese hydrophobe Kavita¨t mit Tryptophan
optimal ausgefu¨llt und die Mo¨glichkeit zur Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen
ausgenutzt.
Der zweite Effekt beru¨hrt die aromatische Eigenschaft des Tryptophanrests. Aromati-
sches Stacking ist eine der allgemein akzeptierten signifikant stabilisierenden Wechselwir-
kungen bei der Proteinfaltung und in Protein-Protein-Interfaces (siehe dazu [110–113]).
Ebenso konnte aus der Simulation der Wildtyp TGT eine u¨berproportional hohe Stabi-
lisierung durch die aromatischen Aminosa¨uren berechnet werden. Abbildung 3.8 zeigt
außerdem deren geometrische Stabilita¨t u¨ber die in der MD simulierte Zeit. Analysiert
man deren Verteilung nicht nur auf der Oberfla¨che der einzelnen Monomere, sondern
beru¨cksichtigt deren Erweiterung durch die Komplexbildung, so ergibt sich ein Cluster
der Aminosa¨uren Trp326, Tyr330, Phe92’ sowie His333, an dem beide Monomere
beteiligt sind (Abbildung 3.25). Den Kriterien von Espinoza-Fonseca [112] folgend, bil-
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den die Partner untereinander durch wechselseitiges Stacking ein Netzwerk, sodass
zusa¨tzliche kooperative Effekte der Stabilisierung zu erwarten sind. Ihre Positionierung
ist zudem so, dass die enthaltenen H-Bru¨cken-Donorfunktionen an His333, Tyr330 und
W326 optimal auf Akzeptorfunktionen ausgerichtet sind und sich zu einem Netzwerk
zusammenfu¨gen. Mit dem Wegfall von Trp326 durch Mutation zu Glu326 in 3UVI
bleiben die anderen Partner zwar bei der Dimerbildung untereinander in Kontakt,
das kooperierende Netzwerk von Interaktionsparnern wird jedoch geschwa¨cht. Diese
Argumentation geht auch mit den Berechnungen bei Espinoza-Fonseca [112] einher, der
fu¨r 80% aller untersuchten Tryptophanseitenketten in pi-pi-Wechselwirkungen eine Sta-
bilisierungsenergie von mehr als 4 kcal mol−1 feststellte. A¨hnlich große Auswirkungen
sind im Fall der TGT durch den Austausch der Reste Phe92’ oder Tyr330 zu erwarten,
da hierdurch das Netzwerk massiv gesto¨rt bzw. unterbrochen wu¨rde.
Neben diesen, im folgenden Abschnitt noch zu vertiefenden Einblicken in die Triebkra¨fte
der Dimerisierung der TGT, konnten Hinweise auf strukturelle Unterschiede zwischen
der dimeren Komplexform und der isolierten Monomerform gewonnen werden. So ist der
weitgehende Erhalt der Tertia¨rstruktur durchaus beachtlich und A¨nderungen scheinen
sich auf den Schleifenbereich zwischen den Aminosa¨uren 46 und 62 zu beschra¨nken.
Die Helix α1 zeichnet sich durch hohe Stabilita¨t aus. Auf Grund der Kristallpackung
bzw. der Ausbildung eines zweiza¨hligen kristallographischen Dimers im Kristallverband
konnte sich eine uneingeschra¨nkte Beweglichkeit in der Struktur der Doppelmutante
W326E/E339Q (3UVI) noch nicht ausbilden. Es ist daher schwer einzuscha¨tzen, welche
strukturellen Eigenschaften der am Interface beteiligte Loop unter den Bedingungen
eines ungesto¨rten Monomers besitzt und ob sich eine Geometrie ergibt, die das Design
eines spezifischen Inhibitors zum Sto¨ren des Protein-Protein-Kontakts erlaubt. Neueste
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass dieser Bereich beim TGT-
Monomer wahrscheinlich ungeordnet vorliegt und zur Ausbildung des Dimers geordnet
wird, es sei denn, durch eingebrachte Liganden wird dieses Motiv gezwungenermaßen
in einem ungeodneten Zustand gehalten. [101] Sollte es weiterhin mo¨glich sein, ein
kleines Moleku¨l so zu positionieren, dass der Loop in einer fu¨r die Dimerisierung nicht
geeigneten Konformation stabilsiert wird, wa¨re der Durchbruch hin zu einer neuen
Leitstruktur zum Blockieren der Funktion der TGT mo¨glich.
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3.5 Destabilisierung eines aromatischen Clusters: TGT
F92C/C158S/C281S, TGT Y330C, TGT Y330D
Im vorangegangenen Abschnitt wurden U¨berlegungen hinsichtlich der besonderen Betei-
ligung aromatischer Aminosa¨uren am Interface der TGT in Bezug auf die Dimerisierung
diskutiert. In diesem Abschnitt soll die Hypothese verfolgt werden, ob TGT Varianten
durch Austausch der aromatischen Funktionalita¨ten an den Positionen 92 und 330
in Richtung eines vermehrten Auftretens des Monomers destabilisiert werden ko¨nnen.
Dabei werden ganz analog die genetische Vera¨nderung der codierenden Plasmide, die
Expression aus E.coli sowie eine umfassende Charakterisierung der TGT Varianten
durch native nano-ESI Massenspektrometrie, einen biochemischen in vitro Assay sowie
die Ro¨ntgenstrukturanalyse von Proteinkristallen zum Einsatz kommen.
Ausgehend von diesen U¨berlegungen wurde zuna¨chst Phe92 gegen Cys ausgetauscht.
Zum einen sollte dadurch konservativ vorgegangen werden, indem eine nicht geladene
Aminosa¨ure verwendet wird. Zum anderen erfolgte der Austausch gegen Cys mit
Blick auf ein chemisches Tethering von Liganden mit Thiolgruppen, um die durch die
Mutation W326E entstandene Kavita¨t auszuleuchten (zum Tethering-Verfahren siehe
Kapitel 3.7). Um ein Reagieren an anderen Cysteinen des Enzyms zu verhindern, wurden
ebenfalls A¨nderungen im Bereich der Substratbindetasche vorgenommen, indem Cys158
und Cys281 jeweils durch Serin ersetzt wurden. Diese A¨nderungen lassen zuna¨chst keine
funktionellen wie strukturellen Auswirkungen erwarten. Wie oben bereits erwa¨hnt, wird
durch den Wegfall der Aromatizita¨t an der Position 92’ das Netzwerk der aromatischen
Aminosa¨uren 326, 330, 92’ und 333 aufgebrochen. A¨hnliches erga¨be sich bei einer
vergleichbaren Substitution an Position 330. Im Rahmen der Untersuchungen dieser
Arbeit wurde unter Einbeziehung der bereits charakterisierten Variante TGT Y330F ein
abgestuftes Substitutionsmuster angestrebt (Y330I, Y330C, Y330D), um auftretende
Vera¨nderungen am Enzym den Eigenschaften Aromatizita¨t, Hydrophilie und Polarita¨t
zuordnen zu ko¨nnen.
Obwohl die gentechnische Modifikation der Plasmide sowie die Expression aus E.coli
dem Protokoll aus Kapitel 3.3 folgend umgesetzt wurde, traten unerwartete Probleme
auf. Die Produktion von TGT Y330I erfolgte in zu geringem Umfang, um aussagekra¨f-
tige analytische Daten gewinnen zu ko¨nnen. Es konnte jedoch zweifelsfrei die Identita¨t
nach Aufarbeitung durch denaturierende Massenspektrometrie festgestellt werden (vgl.
Anhang B). Eine Optimierung im Zuge weiterer Arbeiten ist notwendig. Die Variation
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TGT Y330D wurde auf Plasmidebene korrekt umgesetzt, jedoch zeigt das gewonnene
Protein nach Produktion und Aufreinigung eine um 11 Da abweichende Masse bei
Messung u¨ber denaturierende Massenspektrometrie (vgl. Anhang B). Dies ko¨nnte einer
bis dato nicht aufgetretenen posttranslationalen Modifikation zuzuordnen sein, bei der
z.B˙. die Methylierung des eingefu¨gten Aspartats vorgenommen worden sein ko¨nnte
(erwartete Massedifferenz 14 Da; zusa¨tzliche Differenz kann u¨ber verschiedene Proto-
nierungszusta¨nde erkla¨rt werden). Eine Methylierung ko¨nnte durch eine vorhandene
Methyltransferase in E.coli realisiert werden und kann nach bisherigen strukturellen
Erkenntnissen bzgl. der Position 330 der TGT nur dann auftreten, wenn diese in
monomerer Form oder noch ungefaltet vorliegt. Ein struktureller Nachweis fu¨r die
Methylierung konnte wegen der ausbleibenden Kristallisation nicht erbracht werden.
Molekularbiologische Charakterisierung
Die drei erfolgreich in ausreichender Menge exprimierten TGT Varianten wurden zu-
na¨chst mit nativer nano-ESI Massenspektrometrie auf ihren Oligomerisierungszustand
hin gepru¨ft. Dabei konnten gute Ergebnisse fu¨r die Varianten TGT Y330D und TGT
F92C/C158S/C281S beobachtet werden. Fu¨r diese zwei Vera¨nderungen wurde der
Nachweis des u¨berwiegend monomerisierten Enzyms erbracht, wobei die Masse jeweils
der Polypeptidkette mit einem gebundenen Zinkatom entspricht. Auf Grund experimen-
teller Schwierigkeiten beim Pufferwechsel an TGT Y330C wies das zugeho¨rige Spektrum
nur eine verminderte Qualita¨t auf. Das Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis ist gerade noch
genu¨gend, um sicher aussagen zu ko¨nnen, dass auch diese Variante vorwiegend als
Monomer mit einem gebundenen Zinkion vorliegt. Alle drei Varianten fu¨hren also zur
Monomerisierung des Enzyms unter den gegebenen Bedingungen bzgl. Puffer und bei
einer Konzentration von 10 µM bezogen auf die monomere TGT. Die Annahme von
kooperativen Effekten innerhalb des aromatischen Clusters ist damit pha¨nomenologisch
gezeigt, soll durch weitere Untersuchungen jedoch zusa¨tzlich strukturell charakterisiert
werden.
Eine Abstufung des Monomerisierungsgrads abha¨ngig von der Art der an Position
ausgetauschten Aminosa¨ure waren bislang nicht erkennbar. Dazu sollten im weiteren
Verlauf enzymkinetische Untersuchungen herangezogen werden. Die Ergebnisse zeigten,
dass durch Austausch gegen eine ungeladene Seitenkette in TGT Y330F bzw. TGT
Y330C, unabha¨ngig von deren sonstigen Eigenschaften, ein deutlich kleinerer Effekt
hinsichtlich der katalytischen Effizienz (kcat/KM) resultierte. Nach dem Austausch
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TGT F92C/C158S/C281S
Denat. Masse: 42 935 Da
Theoretische Masse:
Monomer (apo): 42 937.6 Da
Monomer + 1 Zn: 43 003.0 Da
Dimer + 2 Zn: 86 006.0 Da
TGT Y330C
Denat. Masse: 42 951 Da
Theoretische Masse:
Monomer (apo): 42 953.7 Da
Monomer + 1 Zn: 43 019.1 Da
Dimer + 2 Zn: 86 038.2 Da
TGT Y330D
Denat. Masse: 42 977 Da
Theoretische Masse:
Monomer (apo): 42 965.7 Da
Monomer + 1 Zn: 43 031.1 Da
Dimer + 2 Zn: 86 062.2 Da
Abbildung 3.26: Native Massenspektrometrie an TGT F92C/C158S/C281S, TGT Y330C und TGT
Y330D (von oben nach unten, 10 mM in Ammoniumacetatpuffer). Aufgetragen ist
das Spektrum mit aus externem Standard ermitteltem Masse-zu-Ladungsverha¨ltnis
auf der Abszisse. Die Rekonstruktion der Masse ist u¨ber dem jeweiligen Multiplett
angegeben. Zum gro¨ßten Teil liegen die Varianten als Monomer mit je einem gebun-
denen Zinkion vor. Theoretische Proteinmassen wurden mit Protparam [87] an Hand
der Peptidsequenz berechnet.
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in TGT Y330D erfolgte kein messbarer Umsatz des Substrats mehr. Ob mit dieser
Mutation eine permanente Ladung am Interface eingebracht wurde, ist auf Grund einer
mo¨glicherweise aufgetretenen Methylierung fraglich (siehe Diskussion oben). Allerdings
zeigte der Austausch an Position 330 einen deutlichen Einfluss auf die Substraterkennung
bzw. die Bindungsaffinita¨t der tRNA (gekennzeichnet durch KM), obwohl eine große
Distanz zur Substratbindetasche vorliegt. Ob hier kooperative Effekte die Bindung der
tRNA durch strukturelle Umorganisation nach der Mutation an Position 330 schwa¨chen,
bleibt zuna¨chst offen und kann erst durch einen Vergleich mehrerer Kristallstrukturen
der TGT mit Mutationen in Position 330, ggf. sogar erst im Komplex mit gebundener
tRNA, gekla¨rt werden. In der vorliegenden Arbeit ist dieser Versuch nicht unternommen
worden.
Tabelle 3.3: Relevante enzymkinetische Parameter hinsichtlich TGT F92C/C158S/C281S sowie TGT
Y330X. Fu¨r TGT Y330D konnte kein Umsatz des Substrats tRNA gemessen werden.
Mutationen kcat [10−2s−1] KM [µM ]
kcat
KM
[104Lmol−1s−1]
Wildtyp 1.2 4.8 0.25
Y330F 0.10 [68] 1.6 [68] 0.063 [68]
Y330C 0.56 7.4 0.076
Y330D n.d. n.d. n.d.
F92C/C158S/C281S 0.30 4.5 0.067
Kristallographische Charakterisierung
Zum Ermitteln struktureller Informationen fand die Ro¨ntgenstrukturanalyse des kris-
tallisierten Enzyms Anwendung. Die Variante TGT F92C/C158S/C281S kristallisierte
unter den bekannten Bedingungen fu¨r den TGT Wildtyp (PEG8000 7%, TRIS 10 mM,
pH 8.5, DMSO 10%) spontan innerhalb weniger Tage. Unter kryogenen Bedingungen
konnte ein Datensatz mit einer Auflo¨sung von 2.04 A˚ aufgenommen und die Protein-
struktur in der Raumgruppe C2 mit einem Moleku¨l in der asymmetrischen Einheit gelo¨st
werden (pdb-Code: 4DY1). Analog zum Wildtyp und der im vorangegangenen Kapitel
besprochenen Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q erga¨nzt sich das Monomer
in der asymmetrischen Einheit durch die Kristallsymmetrie zum Dimer, obwohl in
der nativen nano-ESI Massenspektrometrie die nahezu vollsta¨ndige Monomerisierung
in Lo¨sung nachgewiesen wurde und die biochemische Aktivita¨t (kcat) verglichen zum
Wildtyp um den Faktor 4 verringert ist.
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Abbildung 3.27: Ausschnitt aus TGT F92C/C158S/C281S - 4DY1 mit der mutierten Aminosa¨ure
Cys92 in zwei mo¨glichen Seitenkettenkonformationen. Der aromatische Cluster bricht
auf, Trp326 ist noch an Met93’ (3.0 A˚) gebunden, von Tyr330 und His333 jedoch
isoliert. Deren Abstand (rot markiert) bleibt konstant, das Interaktionsmuster a¨ndert
sich jedoch (z.B˙. Tyr330 - H2O - Met93’ 2.6 A˚ und 2.8 A˚). Neu hinzu kommt eine
Wasserbru¨cke zwischen Ser327 und Cys92’ (Absta¨nde 3.0 A˚ und 2.8 A˚).
Die Struktur zeigt an der Stelle der vorgenommenen Mutation keine Dichte fu¨r einen
Phenylring, stattdessen liegt das eingebrachte Cystein in zwei Konformationen vor. In
keiner der beiden Positionen besteht die Mo¨glichkeit einer Interaktion zu Seitenketten
anderer Aminosa¨uren oder zu kristallographisch erfassten Wassermoleku¨len. Das fu¨r
die Stabilisierung wichtige aromatische Stacking zu Tyr330 und His333 ist nicht mehr
mo¨glich. Die Seitenkettenorientierung von Trp326, Tyr330 und His333 sowie der in
Abbildung 3.27 rot markierte Abstand von 6.2 A˚ bleiben gegenu¨ber dem Wildtyp
unvera¨ndert. Auch die Positionen der Wassermoleku¨le mit den verbru¨ckten Wasserstoff-
bru¨ckenbindungen Met93’-H2O-Tyr330 sowie Cys92’-H2O-Ser327 bestehen weiterhin.
Der direkte Kontakt zwischen dem Carbonylsauerstoff der Hauptkette an Met93’ und
dem sekunda¨ren Amin an der Seitenkette des Trp326 bildet sich in der Kristallpackung
ebenfalls aus (3.0 A˚). Der im Fokus stehende Cluster aromatischer Aminosa¨uren wurde
durch die Mutation von Phe zu Cys zersto¨rt, ohne dass es zu Kompensationen durch
die anderen drei Mitglieder dieser Gruppierung aromatischer Aminosa¨uren kommt.
Den Beobachtungen an TGT C158S/C281S/W326E/E339Q folgend, wurde die Loop-
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Abbildung 3.28: Darstellung der Interaktionen des Loop 47’ bis 52’ in TGT F92C/C158S/C281S -
4DY1 (gelb) im Vergleich zu TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI (blau). Der
Verlauf von Thr47’, Ala48’, Val51’ und Lys52’ ist nahezu identisch, in 4DY1 konnten
Ala49’ und Thr50’ nicht in die Dichtekarte modelliert werden. Die Wechselwirkung
Lys52’ - Leu341 2.8 A˚ wird identisch ausgebildet, eine Drehung der Seitenkette
von Lys52’ bedingt durch die im Interface platzierten Chlorid- und Zinkionen hat
zusa¨tzliche Interaktionen zur Folge (Lys52’ - Tyr330 3.1 A˚, Lys52’ - Glu339 3.8 A˚).
Abbildung 3.29: Detailansicht einer in TGT F92C/C158S/C281S - 4DY1 (gelb) neuartigen Zinkbin-
destelle, die direkt im Interface-Bereich zwischen den Homodimerpartner liegt. Ein
Zinkion (grau) ist tetraedrisch von His333, Glu339, His73’ sowie einem Chloridion
(gru¨n) umgeben (Absta¨nde 2.1 A˚ ... 2.2 A˚), dies ist wiederum an Lys52’ gebunden
(2.8 A˚). Vergleicht man mit TGT 158S 281S 326E 339Q - 3UVI (blau), so sind His73’
und Glu339 zur Ausbildung dieser Koordinationsstelle gedreht angeordnet.
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Region von Thr46 bis Lys52 in TGT F92C/C158S/C281S ebenfalls eingehend inspiziert
und mit den bisherigen Ergebnissen verglichen. Dabei deuten die kongruenten Verla¨ufe
der in der Dichtekarte sichtbaren Aminosa¨uren in diesem Bereich eine a¨quivalente Ori-
entierung im Vergleich zur Struktur von TGT W326E/E339Q an, wenn auch, bedingt
durch die etwas niedrigere Auflo¨sung, die Aminosa¨uren Ala49 und Thr50 nicht verfeinert
werden konnten. Die Ausrichtung der Kopfgruppe des Lys52 hin zur negativen Ladung
an Glu339’ (Abstand 3.8 A˚, Glu339’ gegenu¨ber Wildtyp um 70° gedreht) sowie zur Aus-
bildung einer Wasserstoffbru¨ckenbindung hin zu Tyr330’ (Abstand 3.1 A˚) stabilisiert die
eingenommene Konformation genauso wie die Wasserstoffbru¨cke zwischen den Haupt-
kettenatomen an Lys52 und Leu341’ (Abstand 2.8 A˚, in 3UVI analog). Somit zeigt auch
die Variante TGT F92C/C158S/C281S die erstmals in 3UVI neu entdeckte Kavita¨t im
Interface-Bereich des Dimerkomplexes. Einen wesentlichen Unterschied hingegen stellt
die Ausbildung einer neuen Zink(II)-Bindestelle im Bereich des Interface der Struktur
4DY1 dar: Bei einem Abstand von je ca. 2.1 A˚ tetraedrisch von His73’, His333, Glu339
sowie einem Chloridion umgeben verbru¨ckt dieses Kation beide Dimerpartner. Damit
wird der durch die gea¨nderte Loop-Konformation freigegebene Raum ausgefu¨llt, wobei,
wie in Abbildung 3.29 gezeigt, hierzu die Rotation von His73’ sowie Glu339 notwendig
ist. Das beteiligte Chloridion ist weiterhin an Lys52’ u¨ber eine Salzbru¨cke im Abstand
von 2.8 A˚ gebunden. Beide Ionen sind nicht in der nativen Massenspektrometrie de-
tektierbar (theoretischer Wert fu¨r das Dimer einschließlich des genannten Zink- und
Chloridions 86 106.8 Da, ohne diese Ionen 86 012.0 Da, gefunden fu¨r Dimer 86 019 Da).
Ein Vergleich der B-Faktoren des hier diskutierten neuen Zinkions (28.53 A˚
2
) mit dem
des Zinkions aus der nativen Zinkbindestelle (14.19 A˚
2
) zeigt, dass das neu gefundene
Zinkion eine erho¨hte Mobilita¨t aufweist oder diese ggf. nicht voll populiert ist. Da
die Lage zudem oberfla¨chennah ist (lediglich His73’ schirmt diese Stelle gegen das
Solvens ab), werden die Ionen (Zink- und Chloridion) ho¨chstwahrscheinlich bei der
Ionisation des Enzyms im massenspektrometrischen Experiment aus dem Komplex
entfernt. Weiter entha¨lt die Kristallisationsbedingung kein Zink(II)-Salz, sodass als
Zinkquelle Verunreinigungen in den Reinigungspuffern und/oder Kristallisationsan-
sa¨tzen vermutet werden, da Zink(II)-Ionen praktisch ubiquita¨r in allen biologischen
Materialien einschließlich dem u¨ber Ionenaustauscher gereinigtem Wasser in Spuren
enthalten sind.
Bei der Kristallisation von TGT Y330C und TGT Y330D mussten nach erfolglosen
Versuchen unter den bisher verwendeten Bedingungen neue Konditionen an Hand
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(a) Rhomboeder in PEG 8000
7%, DMSO 10%, TRIS 0.1 M
pH 8.5
(b) Hexagonale Bipyramide in
PEG 3350 20%, MgAc 0.2 M
Abbildung 3.30: Vergleich der bei Kristallisation von TGT Y330C erhaltenen Kristallmorphologien
Abbildung 3.31: Packung von TGT Homodimerkomplexen im Kristallverband der Raumgruppe C2
am Beispiel des TGT Wildtyp - 1PUD. Einzelne Stra¨nge mit in Blickrichtung hin-
tereinander angeordneten Enzymkomplexen sind zum Nachbarstrang in der dichten
Packung um je 1/4 versetzt. Die unterschiedlichen Ho¨hen sind durch die vier Farben
rot, gelb, gru¨n und blau gekennzeichnet.
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(a) Linksga¨ngige Helix aus
artifiziell kovalent ge-
bundenen, nichtakti-
ven Homodimeren mit
einer Gangho¨he von 6.
(b) Anordnung der einzelnen Helices in einer dichtesten Packung,
wobei jede Helix von 6 weiteren umgeben ist.
Abbildung 3.32: Illustration der Packung von TGT Y330C in der Raumgruppe P6522 - 4JBR. Bedingt
durch die A¨nderung der Gestalt des Homodimers kommt es zur Neuordnung der
Moleku¨le im Kristall.
eines intensiven Screenings von ca. 800 Ansa¨tzen gefunden werden. Dabei konnte fu¨r
TGT Y330D keine Kristallbildung innerhalb von vier Monaten beobachtet werden.
TGT Y330C hingegen kristallisierte bereitwillig in einer Vielzahl von Bedingungen,
deren gemeinsames Merkmal der Zusatz von PEG3350 in einer Konzentration von ca.
20% als Pra¨zipitans war. Dabei traten zwei verschiedene Kristallformen auf, die sich
optisch in ihrer Morphologie deutlich unterschieden. Zum einen konnten die bekannten
rhomboedrischen Kristalle analog des TGT Wildtyps und der anderen in dieser Arbeit
kristallisierten TGT Varianten beobachtet werden (auch reproduzierbar unter den
Bedingungen PEG 8000 7%, DMSO 10%, TRIS 0.1 M pH 8.5, Abbildung 3.30a).
Daru¨ber hinaus fanden sich ha¨ufig hexagonale Bipyramiden als erstmals fu¨r eine TGT
Variante beobachtete Kristallmorphologie (Abbildung 3.30b hier in PEG 3350 20%,
MgAc 0.2 M). Die Kristalle wurden unter kryogenen Bedingungen vermessen und die
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Strukturen mit einer Auflo¨sung von 1.90 A˚ (4HTB) bzw. 2.92 A˚ (4JBR) gelo¨st.
Die Strukturen der rhomboedrischen Kristalle der TGT Y330C in Raumgruppe C2
(4HTB) und aller bisher in dieser Arbeit untersuchten TGT Varianten sowie alle
in der Proteindatenbank hinterlegten TGT Strukturen (mit Ausnahme derer, die
zusa¨tzlich gebundene tRNA enthalten) zeigen eine Anordnung der Moleku¨le mit axialer
Ausrichtung, die der la¨ngsten Achse des funktionellen Dimers folgt. Die einzelnen
Stra¨nge kommen nebeneinander so zu liegen, dass in der Horizontalen jeweils eine
Verschiebung um 1/4 der Dimerla¨nge erfolgt (vgl. Abbildung 3.31 gru¨n-blau-gelb-rot-
gru¨n-blau-...), 45° versetzt wird jeweils eine deckungsgleiche Anordnung realisiert.
Diese Anordnung wird beim Wechsel der Raumgruppe bei TGT Y330C in P6522
(4JBR) vollsta¨ndig aufgegeben. Hier sind die nichtfunktionalen, kovalent u¨ber eine
Disulfidbru¨cke gebundenen TGT Dimere (Beschreibung s.u.) um 60° gedreht zueinander
in einer linksga¨ngigen Helix mit einer Gangho¨he von sechs Dimeren angeordnet (vgl. Ab-
bildung 3.32a blau-rot-blau-rot-...). Im Kristallverband bilden die Helices untereinander
eine dichteste Packung aus (Abbildung 3.32b). Durch die erzwungene Umordnung finden
im Bereich der kristallographischen Kontakte weitreichende A¨nderungen statt. Durch
PISA wurden alle gerichteten Interaktionen fu¨r TGT Y330C sowohl in C2 als auch in
P6522 analysiert und in Tabelle 3.4 verglichen. Wa¨hrend bei der C2-symmetrischen
Variante das signifikant gro¨ßte Interface auch die meisten Kontakte hat und mit dem
biologisch relevanten Dimer-Interface zusammenfa¨llt, finden sich in der Raumgruppe
P6522 vier anna¨hernd gleich große Kontaktfla¨chen, von denen keine mit Bereichen des
Wildtyp-Interface u¨bereinstimmt. Die Anzahl der Kontakte ist zwar an Interface 2 am
gro¨ßten, allerdings ist die sich neu ausbildende kovalente Bindung an Interface 1 bei
der Bewertung der Stabilisierung im Zuge der Dimerisierung entscheidend.
Betrachtet man zuna¨chst die Auswirkungen bei der Mutante TGT Y330C im, zum
funktionalen Dimer des Wildtyps analogen, kristallographischen Dimer in der Kristall-
struktur der Raumgruppe C2 (4HTB), so werden bereits einige Merkmale deutlich,
die zu einer verminderten Dimerstabilisierung fu¨hren. Der aromatische Cluster wird
durch den Austausch zu Cystein aufgebrochen, das Stacking zu Trp326 entfa¨llt (Ab-
bildung 3.33). Dadurch wird dessen Seitenkette die Mo¨glichkeit zur Rotation um 180°
gegeben, die Wasserstoffbru¨cke zu Met93’ wird aufgegeben und an Stelle derer zwei
Wassermoleku¨le gebunden (2.9 A˚ & 3.4 A˚), die auf Glu57’ verbru¨cken (zur vermehrten
Einlagerung von Wasser im Interfacebereich vgl. auch Abbildungen 3.8 und 3.20).
Durch den Flip besteht zudem die Mo¨glichkeit einer gea¨nderten Konformation fu¨r
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Tabelle 3.4: Vergleich der Interface-Aminosa¨uren fu¨r TGT Y330C in den Raumgruppen P6522 -
4JBR und C2 - 4HTB. Die Daten wurden mittels PISA und Pymol zusammengestellt
und beinhalten auch reine Kristallkontakte. Es wurden lediglich gerichtete Wechselwir-
kungen (Wasserstoffbru¨ckenbindungen, Salzbru¨cken und die Disulfidbru¨cke) ohne die
Einbeziehung von Wassermoleku¨len beru¨cksichtigt.
TGT Y330C P6522 TGT Y330C C2
Interface 1 - 537 A˚
2
Interface 1 - 1540 A˚
2
330 − 330′ 2.0 (DSB) 325 − 57′ 2.5
325 − 333′ 3.5 (Pymol) 330 − 92′ 3.4
333 − 325′ 3.5 (Pymol) 325 − 94′ 3.0
82 − 309′ 3.3
77 − 336′ 3.5
77 − 337′ 3.6
47 − 339′ 3.1
52 − 339′ 2.6
55 − 348′ 2.7
57 − 325′ 3.0
92 − 330′ 3.4
94 − 325′ 3.0
309 − 82′ 3.3
336 − 77′ 3.5
337 − 77′ 3.6
339 − 47′ 3.1
339 − 52′ 2.6
348 − 55′ 2.7
Interface 2 - 412 A˚
2
Interface 2 - 269 A˚
2
23 − 127′ 3.8 13 − 166′ 3.6
316 − 336′ 3.0 13 − 170′ 3.6
323 − 336′ 2.4 254 − 119′ 2.7
324 − 336′ 2.8 193 − 166′ 3.2
366 − 77′ 3.5 254 − 174′ 3.7
368 − 127′ 3.5 15 − 177′ 3.5
Interface 3 - 410 A˚
2
Interface 3 - 231 A˚
2
120 − 136′ 3.1 367 − 301′ 3.5
120 − 139′ 3.1 367 − 303′ 2.9
120 − 139′ 3.4 367 − 303′ 3.1
136 − 120′ 3.1 368 − 303′ 3.5
139 − 120′ 3.1 366 − 305′ 3.1
139 − 120′ 3.4 366 − 305′ 3.3
366 − 336′ 2.9
Interface 4 - 354 A˚
2
Interface 4 - 107 A˚
2
57 − 60′ 3.7
60 − 57′ 3.7
324 − 325′ 2.8
325 − 324′ 2.8
86
3.5 Destabilisierung eines aromatischen Clusters
Abbildung 3.33: Detailansicht des aufgelo¨sten aromatischen Clusters in TGT Y330C der Raumgruppe
C2 (4HTB). In Folge des Austausch Tyr gegen Cys kommt es zum Flip von Trp326
und zur Drehung von His333. Zusa¨tzlich werden mehrere Wassermoleku¨le in die
Struktur an Cys330 (3.1 A˚ & 3.6 A˚) sowie an Trp326 (2.9 A˚ & 3.4 A˚) eingelagert.
Eine Kompensation der gebrochenen Bindungen erfolgt u¨ber Lys325, das an Glu57’
(2.5 A˚) sowie Gly94’ (3.0 A˚) bindet, sowie u¨ber die Wasserstoffbru¨ckenbindung einer
der alternativen Konformationen des Cystein an Phe92’ (3.2 A˚) (zur Situation im
Wildtyp vgl. Abbildung 3.25).
Abbildung 3.34: Detailansicht des Loopbereichs 46 bis 52 in TGT Y330C der Raumgruppe C2. Der
Verlauf folgt im Wesentlichen dem des Wildtyps (vgl. Abbildung 3.23). Thr50’ konnte
nicht in die Elektronendichte eingepasst werden und ist mit einem blauen Strich
symbolisiert. Durch die Drehung von His333 sowie die Mutation Tyr330 zu Cys
werden die Wasserstoffbru¨ckenbindung zu Ala48’ und Ala49’ nicht mehr ausgebildet.
Lys52’ und Thr47’ binden direkt an Glu339 (2.6 A˚ & 3.1 A˚), ein Wassermoleku¨l
verbru¨ckt Interaktionen zwischen Ala53’, Glu339 und Leu341 (2.6 A˚ ... 3.6 A˚).
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Lys325, das nun eine Salzbru¨cke zu Glu57’ (2.5 A˚) sowie eine Wasserstoffbru¨ckenbin-
dung zu Gly94’ (3.0 A˚) ausbildet. Hierdurch wird ein Teil der gegenu¨ber dem Wildtyp
verlorenen Stabilisierung der Kristallpackung kompensiert. Auf der anderen Seite ver-
bleibt Phe92’ trotz der fehlenden aromatischen Wechselwirkungen in seiner Position.
Die Interaktion von Phe92’ zu His333 ist jedoch nicht mehr gegeben: Die Seitenkette
am Histidin ist um ca. 120° gedreht und bildet keine gerichteten Wechselwirkungen
zum Dimerpartner mehr aus. Die im Wildtyp ausgebildete Wasserstoffbru¨cke von
Tyr330 zu Ala49’ ist nicht mehr mo¨glich, daher kommt es beim Dimerpartner zu einer
leichten Verschiebung (ca. 1.2 A˚) des sich dort befindlichen Loops 46’ bis 52’ (Thr50’
konnte jedoch nicht in die Elektronendichte eingepasst werden). Dieser ist nicht wie
bei TGT C158S/C281S/W326E/E339Q und TGT F92C/C158S/C281S in einer vom
Wildtyp komplett abweichenden Konformation angeordnet, sondern entspricht in seiner
Geometrie bis auf kleinere Fluktuationen dem bekannten Verlauf des Wildtypenzyms
(Abbildung 3.34). Einzige Ausnahme hiervon bildet die Orientierung der Seitenkette
von Lys52’, die sowohl zu Glu339 des Dimerpartners eine Salzbru¨cke (2.6 A˚) als auch
intern eine Wasserstoffbru¨cke zu Thr47’ (2.3 A˚) ausbildet. Der Austausch Tyr gegen
Cys ermo¨glicht durch den geringeren sterischen Anspruch der Seitenkette, zusa¨tzliche
Wassermoleku¨le in das Interface mit aufzunehmen, die an Cys330, welches in zwei
Konformationen vorliegt, binden (3.1 A˚ & 3.6 A˚) und eine Verbru¨ckung zum Carbonyl-
sauerstoffatom der Hauptkette an Phe92’ (3.2 A˚) ermo¨glichen. Insgesamt kommt es
damit im Bereich des Interface zur Auflo¨sung des aromatischen Clusters sowie der
zusa¨tzlichen Einlagerung von Wassermoleku¨len. Die Stabilisierung des kristallographi-
schen Dimers durch eine teilweise Kompensation mittels Wasserstoffbru¨ckenbindungen
in Folge von Seitenkettenrotationen sowie die sonstigen Kontakte im Kristallverbund
verhinderten an dieser Stelle wiederum die Aufkla¨rung der Struktur der monomeren
TGT.
Weitgehende Unterschiede zum Wildtyp zeigten sich hingegen in der zweiten Struk-
turvariante von TGT Y330C. Eine Erkla¨rung fu¨r die vo¨llig neue Anordnung in der
abweichenden Packung mit gea¨nderter Raumgruppensymmetrie erfordert die einge-
hende Analyse dieses Dimers in der Raumgruppe P6522. Es wurde, vermutlich durch
die oxidierenden Bedingungen an Luftsauerstoff, wa¨hrend der Kristallisation eine
Disulfidbru¨cke zwischen Cys330 und Cys330’ ausgebildet, die in Folge ein neues Protein-
Protein-Interface erzwingt. Die Fla¨che ist mit 571 A˚
2
nur ein Drittel so groß wie beim
funktionalen, nichtkovalent verknu¨pften Dimer des TGT Wildtypenzyms. Die Mo-
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Abbildung 3.35: Detaildarstellung zum Homodimer-Interface an TGT Y330C in der Raumgruppe
P6522 - 4JBR. Die beiden Monomere (hellgru¨n und dunkelgru¨n) sind u¨ber die
kovalente Bindung Cys330-Cys330’ (2.0 A˚) sowie die Wasserbru¨ckennetzwerke His333
- Lys325’ (3.5 A˚), His333 - H2O (- H2O) - Ser327’ (2.5 A˚ ... 3.0 A˚) und umgekehrt
bzw. Glu339 - H2O - H2O - H2O - Leu341’ (2.4 A˚ ... 3.4 A˚) und umgekehrt verknu¨pft.
nomere lassen sich u¨ber eine zweiza¨hlige Drehachse senkrecht zur neu ausgebildeten
Disulfidbru¨cke aufeinander abbilden, das Dimer ergibt sich bei Erweiterung der asym-
metrischen Einheit (die nur ein Monomer umfasst) um den Symmetriepartner. Das
Zentrum der neu gebildeten Disulfidbru¨cke liegt damit auf einem Symmetriezentrum,
der zweiza¨hligen Achse. Diese Symmetrie erstreckt sich auch auf die Kontakte am neuen
Interface. In Abbildung 3.35 sind die wenigen direkten und indirekten Verbru¨ckungen
gezeigt. Die Disulfidbru¨cke hat einen artifiziellen Charakter, da die beteiligten Cysteine
lediglich auf Grund der eingebrachten Mutation vorhanden sind – somit eine solche
Anordnung fu¨r den Wildtyp nicht zu beobachten wa¨re. In der hier gezeigten Struktur
erzwingen sie die neue Packung und u¨bernehmen einen wichtigen Teil der Dimerstabili-
sierung zusammen mit den beiden doppelt auftretenden, schwachen Wasserstoffbru¨cken
zwischen His333 und Lys325’ und umgekehrt. Zusa¨tzlich verbru¨cken in zweifacher
Weise je zwei Wassermoleku¨le die Aminosa¨uren His333 und Ser327’ (Absta¨nde 2.4 A˚
bis 3.0 A˚) bzw. Ser327 mit His333’. Weiterhin befindet sich ein symmetrisch ange-
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ordneter Wassercluster am Interface, der die Seitenketten Glu339 und Glu339’ mit
der Hauptkette an Leu341 und Leu341’ verbindet. Alle weiteren am urspru¨nglichen
Wildtyp-Interface beteiligten Aminosa¨uren gehen in der neuen Packung keine Bindung
ein (so z.B˙. Seitenkette Trp326) oder befinden sich nicht mehr in der Na¨he des neu
ausbildeten Interface (z.B˙. Lys55).
Der aromatische Cluster ist vollsta¨ndig aufgebrochen: Tyr330 wurde durch Cys ersetzt,
sodass Trp326 ebenfalls u¨ber keinen aromatischen Stacking-Partner mehr verfu¨gt
(die Wasserstoffbru¨ckenbindung am Wildtyp-Interface zu Met93’ wird ebenfalls bei
TGT Y330C nicht mehr ausgebildet). Durch die Neugestaltung des Dimerkontakts ist
Phe92’ ra¨umlich weit weg verschoben und His333 tra¨gt mit den oben angesprochenen
Wasserstoffbru¨ckenbindungen als letzte verbliebene Seitenkette zur Dimerstabilisierung
bei, allerdings nicht auf Grund seines aromatischen Charakters. Der Abstand Trp326
zu His333’ ist mit ca. 6.0 A˚ fu¨r einen signifikanten Bindunganteil zu weit.
Die kovalente Stabilisierung am neu ausgebildeten Interface fu¨hrt zu einer vo¨llig
abweichenden Orientierung der Monomere innerhalb des ausgebildeten TGT Dimers.
U¨berlagert man, wie in Abbildung 3.36 angedeutet, eines der Monomere (in dunkelgru¨n)
mit der Wildtypstruktur (Oberfla¨chendarstellung), so stellt man fest, dass das andere
Monomer (hellgru¨n) gedreht und außerhalb des urspu¨nglich in Anspruch genommenen
Raumes zu liegen kommt. Die U¨berlagerung zeigt auch, dass der Interface-Bereich
des Wildtypdimers in der hexagonalen Struktur der TGT Y330C weitgehend frei
liegt und Raum zur Verfu¨gung stehen wu¨rde, um Umfaltungen oder Auflo¨sung von
Sekunda¨rstrukturelementen zu begu¨nstigen. Allerdings wird dies nicht beobachtet. Fast
das gesamte Protein ist auch in der gea¨nderten Umgebung strukturell in einer geordneten
Konformation definiert. Lediglich der bereits oben diskutierte Loop-Bereich 46 bis 52
weicht in seinem Verlauf vom Wildtyp (blau dargestellt) ab. Es wird dabei eine bisher
noch nicht beobachtete Konformation bevorzugt, die in Richtung des Solvens zeigt. Eine
von sterischen Wechselwirkunken gesto¨rte Zusammenlagerung beider Monomere nach
der C2-Symmetrie in der Kristallpackung, die fu¨r den Wildtyp gefunden wird, wa¨re
bei diesem Loop-Verlauf nicht mo¨glich. Eine weitere Stabilisierung durch benachbarte
Aminosa¨uren oder Beeinflussung durch die eingefu¨gten Mutationen besteht nicht. Somit
darf spekuliert werden, dass diese hier erstmalig gefundene Konformation dieser Schleife
nur fu¨r monomerisierte TGT und ggf. auch in Lo¨sung auftritt.
Fu¨r die Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q wurde bedingt durch die neu
gefundene Loop-Konformation eine Tasche geo¨ffnet, deren Einflussbereich sich auf Teile
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Abbildung 3.36: Vergleich der Gestalt der Homodimere in den Raumgruppen P6522 - 4JBR und
C2 - 1PUD. Der Wildtyp ist als halbtransparente Oberfla¨che (grau), TGT Y330C
als Cartoon (hell- und dunkelgru¨n) dargestellt. Das untere der beiden Monomere
wurde u¨berlagert. Deutlich erkennbar ist die Lagevera¨nderung des Komplexpartners.
Das Moleku¨l ist um 180° gedreht und u¨ber die Disulfidbru¨cke wird ein artifizielles
Interface ausgebildet. Eine weitere Abweichung ergibt sich im Loopbereich 46 bis 52,
die in der P6522-Struktur einen vo¨llig anderen Verlauf einnimmt. Die Konformation
in Wildtyp - 1PUD in der Raumgruppe C2 ist in rot dargestellt.
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des Dimer-Interface erstreckt. Eine Modellierung zeigt, dass durch die Platzierung
eines Liganden in dieser neu ausgebildeten Tasche wesentliche Wechselwirkungen zum
anderen Monomer bei der Ausbildung des biologisch relevanten und großfla¨chigen
Interface unterdru¨ckt werden ko¨nnten (vgl. Abbildung 3.24). Gleiches gilt auch fu¨r
TGT F92C/C158S/C281S, da hier der Verlauf des Loops eine analoge Geometrie
annimmt. Anders ist hingegen die Anordnung bei TGT Y330C in der Raumgruppe
P6522: Durch den Verlust des Kristallkontakts zum Dimerpartner nimmt der Loop eine
weitere Konformation ein, die die ra¨umliche Gestalt im Umfeld der Kavita¨t vera¨ndert.
In Abbildung 3.37 ist ein Vergleich beider in dieser Arbeit neu strukturell charak-
terisierten Auspra¨gungen der Proteinregion gezeigt. Auf der linken Seite der Tasche
u¨berlagern beide Strukturen gut, lediglich Phe92 ist um etwa die Ha¨lfte des Phenylrings
verschoben. Wa¨hrend bei TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI die Aminosa¨uren
46 bis 52 die rechte Flanke der Tasche bilden, findet man diese bei TGT Y330C in
der Raumgruppe C2 - 4JBR in Richtung des Solvens zeigend, wodurch sich der obere
Teil der Tasche schließt. Gleichzeitig o¨ffnet sich an der durch die Umorientierung der
Schleife freigegebenen Stelle eine Subtasche, die fast ausschließlich von hydrophoben
Aminosa¨uren umgeben ist. Darin eingebettet konnte bei der Strukturlo¨sung ein Moleku¨l
DMSO sowie ein Netzwerk von 4 Wassermoleku¨len verfeinert werden. Dimethylsul-
foxid wurde als geringer Bestandteil des Cryopuffers eingesetzt. Es ist in der Lage
tief vergraben in der hydrophoben Tasche und bildet Wasserstoffbru¨ckenbindungen zu
den Amidfunktionalita¨ten an Gly46 (3.5 Da) und Ala48 (3.2 Da) bzw. zum Carbonyl
der Hauptketten an Met93 (3.2 Da) aus. Die Wassermoleku¨le besetzen den restlichen
Raum und sind u.a˙. ebenfalls u¨ber gerichtete Wechselwirkungen am Protein fixiert
(Bindungspartner Thr47, Lys52, Met344). Ganz analog zur Tasche in den TGT Varian-
ten C158S/C281S/W326E/E339Q und F92C/C158S/C281S wird diese kavita¨t in TGT
Y330C in Raumgruppe C2 durch Liganden in der Kristallstruktur ausgefu¨llt, die im
weiteren Verlauf durch potentielle Wirkstoffvorla¨ufer verdra¨ngt werden ko¨nnten.
Der Taschenbereich ist im biologisch relevanten Dimer Teil des hydrophoben Kerns
des Enzyms. Nach erfolgter Monomerisierung ko¨nnte jedoch eine Adressierung dieses
Bereichs mit apolaren Bausteinen eines potentiellen Liganden vorgenommen und eine
strukturelle Blockierung erreicht werden. Um hier detaillierte Aussagen treffen zu
ko¨nnen, wa¨re eine Proteinstrukturbestimmung bei ho¨herer Auflo¨sung erforderlich,
um die eingenommenen Seitenkettenkonformationen und eventuell weitere gebundene
Wassermoleku¨le genauer charakterisieren zu ko¨nnen.
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Abbildung 3.37: Vergleich der Kavita¨ten im Bereich des Interface an TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI (hellgru¨n) und TGT Y330C - 4JBR
(blau). Deutliche Vera¨nderungen ergeben sich an der rechten Seite, deren Gestalt
durch den Loop 46 bis 52 bestimmt wird. Fungiert dieser in 3UVI als ein Deckel
(oberes Bild, heller Bereich), und verschließt eine hydrophobe Subtasche, so ist
er in 4JBR zum Solvens hin in einer geo¨ffneten Konformation. Die Tasche ist im
Kristall durch ein Moleku¨l Dimethylsulfoxid (DMSO) und ein Netzwerk von vier
Wassermoleku¨len (unteres Bild) besetzt. In Lo¨sung wird dieser Bereich des Proteins
wahrscheinlich frei zuga¨nglich.
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3.6 Diskussion II: Konformative Freiheiten des TGT
Monomers in Lo¨sung
Das Ziel der vorangegangenen Untersuchungen ist, zu erfahren, wie ein Ligandmoleku¨l
beschaffen sein mu¨sste, um das biologisch relevante Interface an TGT zu blockie-
ren. Im Hinblick auf den Entwurf eines Liganden im Rahmen des strukturbasierten
Wirkstoffdesign stellt sich damit die Frage nach den strukturellen Eigenschaften des
TGT Monomers besonders fu¨r die Bereiche, die im katalytisch aktiven Dimer den
Kontakt zwischen den beiden Monomeren herstellen. Wa¨hrend mit den Varianten TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q und TGT F92C/C158S/C281S lediglich erste Hinweise
auf eine vorhandene Flexibilita¨t im Bereich der Aminosa¨uren 46 bis 52 gewonnen
werden konnten, zeigte TGT Y330C in der erstmals aufgetretenen Raumgruppe P6522
eine vom Wildtyp derart verschiedene Anordnung der Monomere, dass weite Bereiche
des urspru¨nglichen Interface frei liegen. Das neue, artifizielle, kovalent u¨ber eine Di-
sulfidbru¨cke verbru¨ckte Dimer in der Kristallstruktur weist nach den Erkenntnissen
von Stengl et al. [60] und Ritschel et al. [68] keinerlei enzymatische Aktivita¨t auf, da
die Stabilisierung der tRNA-Bindung durch die Reste Arg132, Lys125 und Arg77 auf
der Seite des Dimerpartners nicht realisiert werden kann. Demgegenu¨ber stehen die
Ergebnisse des in vitro Assay, bei dem eine Restaktivita¨t von etwa 25% bezogen auf kcat
festgestellt werden konnte. Offenbar erzwingt die Disulfidbru¨cke eine Enzymstruktur
im Kristall, die in Lo¨sung nicht so gegeben ist. Diese Form wird vermutlich nur unter
oxidativen Bedingungen (Luftsauerstoff) gebildet. Mo¨glicherweise tritt auch ein Gleich-
gewicht zwischen aktiver und inaktiver Form in Lo¨sung auf. Die in der P6522-Struktur
ausgebildete Disulfidbru¨cke kann leicht unter reduktiven Bedingungen aufgegeben wer-
den, die dann getrennten Monomere ko¨nnen sich analog zum Wildtyp zusammenlagern.
Wenn es aber zu einer Umorientierung zwischen der Lo¨sungsform und der Kristallform
kommt, so muss dies u¨ber eine gewisse Menge an intermedia¨r auftretendem freien
TGT Monomer in Lo¨sung passieren. Dass dieses stabil in Lo¨sung vorliegt, zeigen die
nativen Massenspektren der TGT Varianten mit den Schlu¨sselmutationen W326E,
F92C, Y330C bzw. Y330D. Der strukturelle Aufbau des freien Monomers ließ sich
bisher allerdings nicht kristallographisch bestimmen.
Obgleich enzymkinetisch eine katalytische Umsatzrate gemessen werden kann, ist
eine Aussage u¨ber die Bindesta¨rke zwischen Enzym und tRNA nur begrenzt bzw.
unter idealisierten Annahmen mo¨glich. Zum einen stellt Guanin mit 10 µM einen
94
3.6 Diskussion II: Konformative Freiheiten des TGT Monomers in Lo¨sung
kompetitiven Inhibitor bezogen auf die tRNA-Bindung (Konzentration tRNA im
Assay 0.5 µM ... 15 µM) an TGT (Konzentration im Assay 75 nM) dar, sodass die
Grundvoraussetzung fu¨r die Michaelis-Menten-Kinetik des freien Enyzms nicht mehr
gegeben ist. Vielmehr findet in Abha¨ngigkeit der Substratkonzentration eine verschieden
starke Hemmung der Bildung des Enzym-Substratkomplexes statt (gemessener KM ist
u¨berho¨ht). Sobald die tRNA gebunden ist, verla¨uft die Reaktion mit Guanin wegen
dessen großen U¨berschusses zum Produkt nach 0. Ordnung mit dem bestimmten kcat
ab. Die Variation der maximalen Umsetzungsgeschwindigkeit wird durch die Reduktion
der aktiven Enzymkonzentration in Abha¨ngigkeit der einzelnen Mutationen erreicht.
Dieser Umstand wirkt sich der Michaelis-Menten-Kinetik zufolge direkt auf vmax aus
und ist anstatt des Parameters kcat die vera¨nderliche Gro¨ße (obwohl nichtsdestotrotz
eine direkte Proportionalita¨t unter den Annahmen der MM-Kinetik besteht). Diesen
U¨berlegungen folgend liegen im Vergleich zum Wildtyp bei TGT Y330C 50%, bei TGT
F92C/C158S/C281S 25% und bei TGT W326E/E339Q 5% des eingesetzten Proteins
als aktives Dimer vor.
Bei einer enzymkinetischen Messung werden zuna¨chst alle TGT Bindetaschen sa¨mtlicher
Moleku¨le mit dem im U¨berschuss vorliegenden (3H-)Guanin gesa¨ttigt. Gema¨ß dem
Ping-Pong-Mechanismus der Basenaustauschreaktion muss jedoch tRNA zu Beginn
des katalytischen Vorgangs an das Enzym binden und steht damit beim Start der
Reaktion in Konkurrenz zu Guanin. Eine Bindung kommt somit nur zustande, wenn
tRNA zusa¨tzlich stabilisiert wird. Liegt ein Gleichgewicht zwischen der aktiven und
einer bzw. mehreren inaktiven Konformationen des TGT Dimers vor, so kommt es
zu einer Verschiebung dieses Gleichgewichts, sobald durch die Bindung an tRNA die
aktive Form des Enzyms im Komplex (TGT-Monomer-1)–(TGT-Monomer-2)–tRNA
konserviert wird (quasi ein induced fit Effekt ausgelo¨st durch tRNA). Dies ist jedoch nur
dann mo¨glich, wenn nicht durch Umfaltung, Mutagenese oder Komplexierung mittels
Liganden eine der Dimerisierung entgegenstehende Proteinstruktur eingenommen wurde.
Kombiniert man also den enzymkinetischen Assay mit den Aussagen der nativen nano-
ESI Massenspektrometrie, so finden bei allen untersuchten TGT Varianten außer bei
TGT Y330D lediglich reversible und/oder die Dimerisierung nur untergeordnet sto¨rende
Vera¨nderungen in der Gestalt des Monomers statt, sobald sich dieses frei in Lo¨sung
befindet. In TGT Y330D ist durch die zusa¨tzliche Massedifferenz und die vollsta¨ndige
Inaktivita¨t im enzymkinetischen Assay u.U˙. von einer irreversiblen Vera¨nderung der
Morphologie des TGT Monomers auszugehen.
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Diese Aussagen decken sich mit den in dieser Arbeit gefundenen strukturellen Merkma-
len einzelner TGT Varianten. Fu¨r TGT K52M, TGT C158S/C281S/W326E/E339Q,
TGT F92C/C158S/C281S und TGT Y330C wurden jeweils im Loop-Bereich zwischen
den Positionen 46 und 52 vom Wildtyp abweichende Konformationen gefunden (fu¨r
eine U¨berlagerung vgl. Abbildung 3.38) und im enzymkinetischen Assay wurde eine
signifikante Aktivita¨tsverringerung festgestellt (vgl. Tabellen 3.2 und 3.3). Alle sonsti-
gen Sekunda¨rstrukturelemente liegen weitgehend deckungsgleich wie im Wildtyp vor,
einzelne Seitenkettenrotationen oder bewegliche Loop-Regionen an der Peripherie sind
davon ausgenommen.
Betrachtet man die U¨berlagerung der bisher in den Kristallstrukturen beobachteten
Loop-Konformationen in Abbildung 3.38 und nimmt den Verlauf im kristallisierten
Wildtyp als Referenz, so zeigen alle im Kristall dimerisierten, in Lo¨sung aber zumindest
zum Teil monomerisierten Varianten den Loop relativ gesehen auf der linken Seite, die
Variante TGT Y330C (P6522) mit dem funktional inaktiven Dimer platziert den Loop
hingegen auf der rechten Seite. Dieser Unterschied ist durch die gewonnene ra¨umliche
Freiheit in der gea¨nderten Kristallpackung von TGT Y330C (P6522) zu erkla¨ren. Es
ist denkbar, dass diese Konformation eher einer in Lo¨sung eingenommenen Geometrie
entspricht, da im Schleifenbereich keine Kontakte zu anderen Atomen ausgebildet
werden (soweit in der Struktur zu erkennen). Wu¨rde man diese Loopkonformation bei
einer C2-symmetrischen Zusammenlagerung beider Monomere gema¨ß dem Wildtyp
aufeinander zwingen, so mu¨sste es zu sterischen Konflikten im Dimerkontakt kommen.
In Abbildung 3.39 sind diejenigen Aminosa¨uren rot eingefa¨rbt, die bei einem solchen
Kontakt in das andere Monomer hineinragen. Das Einfu¨gen eines Liganden zur Sta-
bilisierung dieser die Bildung des aktiven Dimers blockierenden Konformation, die
mo¨glicherweise so auch in Lo¨sung eingenommen wird, wa¨re eine gute Variante, einen
PPI-Inhibitor fu¨r die TGT zu entwickeln.
Die Vera¨nderung zwischen monomerer und oligomerer Struktur der Polypetidkette
diskutieren auch Keskin et al. [31]: Am Beispiel des Lysin-Bindeproteins (pdb-Codes:
2LAO (apo) und 1LST (gebunden)) zeigen die Autoren eine mo¨gliche Doma¨nenbeweg-
lichkeit und an einem zweiten Beispiel der Glutathion-S-Transferase-I eine konformative
Loop-Beweglichkeit (pdb-Codes: 1AW9 (apo) und 1AXD (gebunden)), die unter dem
Einfluss der Bindung eines Kleinmoleku¨ls stattfindet. Dass die Bindung an Proteine
mit großen Kontaktfla¨chen zu eben solchen Vera¨nderungen in der Lage ist, steht außer
Frage und konnte im Rahmen dieser Arbeit am Beispiel der TGT illustriert werden.
96
3.6 Diskussion II: Konformative Freiheiten des TGT Monomers in Lo¨sung
Abbildung 3.38: Darstellung aller in dieser Arbeit erla¨uterten Loopkonformationen der Aminosa¨uren
46 bis 52. Farbschema: TGT Wildtyp - 1PUD (grau), TGT K52M - 4DXX (A) (rosa),
TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI (blau), TGT F92C/C158S/C281S -
4DY1 (violett), TGT Y330C in P6522 - 4JBR (orange), TGT Y330C in C2 - 4HTB
(gru¨n). Man kann grob die drei Varianten Mitte (z.B˙. 1PUD), links (z.B˙. 3UVI) und
rechts (4JBR) unterscheiden.
Abbildung 3.39: Theoretische Anordnung zweier TGT Y330C Monomere aus 4JBR in der C2-
Geometrie des TGT Wildtyps: Bedingt durch die gea¨nderte Loopkonformation
kommt es zu Behinderungen in den rot eingefa¨rbt dargestellten Bereichen (Aminosa¨u-
re 47 bis 52 sowie 338 bis 343), die in das andere Monomer (Oberfla¨chendarstellung)
hineinragen wu¨rden. Eine Dimerbildung ohne Umfaltung ist damit ausgeschlossen.
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Allerdings besteht nur dann die Mo¨glichkeit, einen PPI-Inhibitor an der Kontaktfla¨che
eines Monomers zu platzieren, wenn das Dimer dissoziiert und zwischenzeitlich eine fu¨r
die Ligandenbindung gu¨nstige Konformation einnimmt.
Homodimere gelten allgemein als permanente Oligomere, deren Faltung bereits als
kooperatives Pha¨nomen des Komplex als Ganzes gesehen wird. [31,48] Dies macht eine
Dissoziation unwahrscheinlich oder es muss zumindest angenommen werden, dass weite
Teile des Interface nach Monomerisierung nicht stabil sind und es zu Umfaltungen
kommt. Auch reagiert ein solcher Faltungsmechanismus sensibel auf Mutationen, da
einzelne Aminosa¨uren nicht nur zur Stabilisierung des Oligomers, sondern u.U˙. zur
Stabilisierung der lokalen Umgebung und damit zur Auspra¨gung der Sekunda¨rstruktur-
merkmale im benachbarten Monomer beitragen. [114,115] Am Beispiel der TGT konnte
in der hier vorgestellten Studie an vier ausgewa¨hlten Mutationspunkten entlang der
Kontaktfla¨che der beiden Monomere das Gegenteil gezeigt werden: Die Struktur der
Polypeptidkette wird durch die Mutationen in weiten Teilen nicht beeinflusst (abge-
sehen vom Schleifenverlauf zwischen Position 46 und 52). Weiterhin ist auf Grund
der C2-symmetrischen Anordnung der beiden Monomere im funktionalen Enzym eine
wechselseitige Beeinflussung der Faltung bei der Proteinproduktion in der Zelle nicht
mo¨glich, eine kooperative Faltung scheint deshalb ausgeschlossen. Demgegenu¨ber steht
zuna¨chst der signifikant hydrophobe Charakter des Interface (39.3% polare Oberfla¨che)
verglichen mit der Oberfla¨che des Dimers (52.7% polare Oberfla¨che), der eine Einbezie-
hung in die hydrophobe Stabilisierung des globula¨ren Enzyms wahrscheinlich macht.
Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass fu¨r TGT nach ei-
ner erfolgreichen Monomerisierung in Lo¨sung (durch native nano-ESI MS nachgewiesen)
eine Rekonstruktion des funktionalen Enzymkomplexes unter Ausbildung einer fu¨r die
Dimerisierung gu¨nstigen Konformation (durch Ro¨ntgenstrukturanalyse nachgewiesen)
weiterhin mo¨glich ist. So wird trotz deutlicher Schwa¨chung des Interface im funk-
tionalen Dimer im Falle der Festko¨rperbildung weiterhin die Kontaktfla¨che realisiert.
Offensichtlich stellt die Packung u¨ber eine zweiza¨hlige Symmetrie ein Optimum dar.
Eine Denaturierung in Lo¨sung in Folge der Monomerisierung kann somit ausgeschlossen
werden. Zhao et al. [116] entdeckten mit dem Protein BirA aus E.coli einen bispezifischen
Komplexbildner, der sowohl ein Homodimer wie auch mit BCCP ein Heterodimer bildet.
In diesem Fall findet die Adaption der Geometrie u¨ber an der Oberfla¨che gelegene
Loops statt, die die Bindung an den jeweiligen Komplexpartner u¨ber eine intrinsi-
sche Flexibilita¨t regulieren. Dort wurde auch gezeigt, dass die Homodimerbildung
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keineswegs stets zu einem permanenten Komplex fu¨hrt. Nooren und Thornton [117]
klassifizierten Protein-Protein-Komplexe als obligat, wenn sie strukturell wie funktional
unselbststa¨ndige Einheiten bilden, die in monomerer Form einer strukturellen Auflo¨sung
unterliegen und somit Inaktivita¨t zeigen. Fu¨r Homodimere wird dies als der Regelfall
genannt. Nichtobligate Homodimere sind den Autoren nach selten, allerdings sind
Beispiele bekannt (Sperm-Lysin [118]). Die Unterscheidung zwischen einer permanenten
Komplexbildung und einer stetigen Dissoziation in Monomere unter anschließender
Neuausbildung des Dimers ist nur mittels Markierungsexperimenten mit unterschiedlich
pra¨parierten Chargen A und B mo¨glich, bei denen es durch Einstellung der Gleichge-
wichtsbedingungen zwischen den drei mo¨glichen Komplexen AA, BB und AB/BA zu
messbaren Eigenschaftsvera¨nderungen nach Zusammenfu¨gen beider Chargen kommt.
Dabei du¨rfen sich jedoch A und B nur in sofern unterscheiden, dass die urspru¨nglichen
Gleichgewichtsbedingungen nicht vera¨ndert werden (z.B˙. keine Faltungsbeeinflussung,
keine Lo¨slichkeitsvera¨nderung usw.). Geeignet wa¨ren hierfu¨r z.B. die Vera¨nderung der
Proteinmasse durch Einbau von 15N angereicherten Aminosa¨uren durch Expression
in einem speziellen Medium und anschließender massenspektrometrischer Messungen
unter nicht degradierenden Bedingungen oder die anfu¨gung eines unfunktionalen Tags.
Cardinale et al. [48] diskutieren in ihrem Review unterschiedlich stark gebundene Homo-
dimere (z.B˙. HIV-IN KD 25 µM, TIM KD 0.01 nM) hinsichtlich dieser Eigenschaften und
beschreiben bisher verfu¨gbare PPI-Inhibitoren sowie Methoden zur Charakterisierung
der Austauschkinetiken. Sie verweisen darin auf Probleme, die bei der Messung der
Dissoziationskonstanten fu¨r stark bindende Komplexe auftreten und vergleichen die
Mo¨glichkeit der Berechnung von ∆iG bzw. KD fu¨r die Interface-Bildung mit PISA
[97]
mit experimentell ermittelten Werten aus der Literatur. Dabei erreicht die theoretische
Abscha¨tzung in allen sechs betrachteten Fa¨llen eine direkte Korrelation zur Gro¨ßenord-
nung der experimentellen Werte. Fu¨r den TGT Wildtyp (pdb-Code: 1PUD) berechnet
PISA eine Dissoziationsenthalpie von −16.7 kcal mol−1, was in etwa dem Wert fu¨r das
Dimer der HIV-Integrase (HIV-IN) entspricht. Fu¨r diesen Homodimerkomplex sind
sowohl Peptide, Peptidomimetika als auch Kleinmoleku¨le als PPI-Inhibitoren bis in
den nanomolaren Bereich mit guten Inhibitionseigenschaften bekannt.
Die Varianten TGT F92C/C158S/C281S und TGT Y330C sollten auch dazu dienen,
die Bindungseigenschaften des TGT Homodimerkomplex na¨her zu analysieren und den
Einfluss des aromatischen Clusters, der sich in doppelter Form mit Trp326, Tyr330,
Phe92’ und His333 u¨ber beide Monomere direkt am Interface erstreckt, aufzukla¨ren.
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Abbildung 3.40: Vergleich der strukturellen Auspra¨gung der aromatischen Cluster aller besprochenen
TGT Varianten. Farbschema: TGT Wildtyp - 1PUD (grau), TGT K52M - 4DXX (A)
(rosa), TGT C158S/C281S/W326E/E339Q - 3UVI (blau), TGT F92C/C158S/C281S
- 4DY1 (violett), TGT Y330C in P6522 - 4JBR (orange), TGT Y330C in C2 - 4HTB
(gru¨n). Signifikante Vera¨nderungen treten mit Drehung an Trp326 und His333 nur
bei der Mutation Y330C auf.
Die massenspektroskopischen Untersuchungen bewiesen, dass durch Austausch einer
einzelnen der drei Aminosa¨uren Trp326, Tyr330 und Phe92’ gegen eine nichtaroma-
tische Seitenkette der Komplex so weit destabilisiert wird, dass er in Lo¨sung zum
u¨berwiegenden Teil zerfa¨llt. Mit TGT Y330F ist weiterhin eine Mutation bekannt,
bei der nur ein sehr geringer Effekt im nano-ESI Massenspektrum beobachtet werden
konnte. [68] Ob innerhalb des Clusters kooperative Effekte vorhanden sind bzw. ob
Kompensationen bei Verminderung des aromatischen Stackings eintreten, kann durch
eine U¨berlagerung aller relevanten Strukturen ermittelt werden (Abbildung 3.40). Die
mittig im Cluster platzierten Aminosa¨uren Phe92’ und Tyr330 reagieren in ihrer ra¨um-
lichen Lage nicht auf Vera¨nderungen der unmittelbaren Umgebung und befinden sich
untereinander ungesto¨rt in einer edge-to-face Wechselwirkung, die nur durch Mutation
dieser Aminosa¨uren oder, bedingt durch die kovalente Disulfidverbru¨ckung in 4JBR so
stark in der Distanz aufgeweitet wird, dass kein Komplex mehr entsteht.
His333 sowie Trp326 sind in ihrer Ausrichtung jedoch flexibel. Bedingt durch die Plat-
zierung am Rand des Clusters kommt es im Fall der Mutation Y330C bei Trp326 zu
einer 180° Drehung, wa¨hrend His333 ca. 110° gegen den Uhrzeigersinn um die Cα–Cβ
Achse rotiert. Mit dem Ersatz des p-Hydroxyphenylrings gegen Schwefel an Position
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330 wird ein Volumen freigegeben, das mit der sterisch anspruchsvollen Seitenkette
des Tryptophans gefu¨llt werden kann. Dabei ergeben sich auch neue Mo¨glichkeiten,
Wasserstoffbru¨ckenbindungen am Heterozyklus auszubilden: In Raumgruppe C2 wer-
den – verbru¨ckt u¨ber Wassermoleku¨le – die Carboxylgruppen an der Seitenkette von
Glu57’ sowie an der Hauptkette von Ala321 adressiert. In Raumgruppe P6522 erfolgt
wahrscheinlich die Absa¨ttigung durch Wassermoleku¨le aus dem freien Sovens (nicht
kristallographisch bestimmt). Die Rotation von His333 kann u¨ber die fehlende Wechsel-
wirkung zur Aminosa¨ure 330 nach Austausch von Tyrosin gegen Cystein erkla¨rt werden.
In der im Wildtyp eingenommenen Konformation ist der Abstand der aromatischen
Zentren bei ca. 5 A˚. Der resultierende Winkel ergibt sich zum einen daraus, dass das
Stacking zu Phe92’ aufrecht erhalten werden soll (allerdings nur in der Raumgruppe
C2) und gu¨nstige Interaktionen zum Dimerpartner an Ala48’ (in Raumgruppe C2)
bzw. einem Wasserstoffbru¨ckennetz (in Raumgruppe P6522) bestehen. Eine eindeutige
Kooperation in der geometrischen Anordnung la¨sst sich daher nicht ableiten, allerdings
wurde die Auswirkung einer Mutation an His333 bisher noch nicht untersucht und
sollte zur Vervollsta¨ndigung der Betrachtungen in Zukunft erga¨nzt werden.
Am Beispiel der TGT konnte an Hand einer computerunterstu¨tzten Mutationsstudie
gezeigt werden, dass ein Cluster aromatischer Aminosa¨uren die entscheidende Hot-
Spot-Region am Interface des Homodimerkomplexes darstellt. Die Besonderheit liegt
darin, dass der Cluster erst durch Komplexierung mit dem Dimerpartner durch den
bereitgestellten Rest Phe92’ komplettiert wird. Durch konservative Suchalgorithmen,
die lediglich auf der Oberfla¨che eines der beteiligten Monomere eine Hot-Spot-Analyse
durchfu¨hren, wu¨rde dieser Kontakt nicht gefunden werden ko¨nnen. Mit der von Kannan
et al. vorgestellten Methode des graph spectral clustering in Kombination mit einer
eindeutigen Kettenzuordnung wa¨re eine explizite Suche nach Clustern aromatischer
Aminosa¨uren in Kontaktfla¨chen bekannter Proteinkomplexe einfach mo¨glich. [118,119] Bei
der Anwendung dieser Suchmethodik auf thermophile Proteine aus unterschiedlichen
Familien konnten je Enzym bis zu acht Cluster mit zwei oder mehr Mitgliedern gefunden
und deren stabilisierende Auswirkung im Vergleich zu verwandten, mesophilen Pro-
teinen aufgekla¨rt werden. Der herausgehobene Einfluss aromatischer Aminosa¨uren in
PPIs ist allgemein akzeptiert und wurde in Reviews bereits ausfu¨hrlich besprochen. [120]
Die vielfa¨ltigen Interaktionsmo¨glichkeiten, die pi-pi-Stacking, Kation-pi-Stacking, hydro-
phobe Kontakte und Wasserstoffbru¨ckenbindungen der Heteroaromaten Histidin und
Tryptophan sowie an der Hydroxylgruppe des Tyrosin umfassen, lassen ihren Einbau
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in Protein-Protein-Kontaktfla¨chen besonders gu¨nstig erscheinen. Derartige Tendenzen
wurden auch fu¨r andere Proteine in ju¨ngster Zeit festgestellt. [121] Wie hier am Beispiel
der TGT gezeigt werden konnte, wird zusa¨tzlich durch aromatische Cluster, deren
Nahordnung durch aromatische Wechselwirkungen determiniert wird, die Spezifita¨t
der Protein-Protein-Erkennung im Hot-Spot-Bereich ausgebildet. Fu¨r die Entwicklung
potenter PPI-Inhibitoren sollten derartige aromatische Bereiche in Zukunft besondere
Beachtung finden.
3.7 Ansa¨tze zur Entwicklung eines PPI-Liganden
mittels in silico unterstu¨tzten, kovalenten
Tetherings
Die Suche nach einem geeigneten Inhibitor zur Platzierung an der Oberfla¨che eines
Proteins setzt zuna¨chst einen Bereich am Enzym voraus, der potentiell als Bindungs-
region zur Verfu¨gung steht. Im Allgemeinen eignen sich dazu Bindetaschen, die eine
geometrische Form fu¨r den Liganden vorgeben, Bindungspartner auf atomarer Ebene
bereitstellen und den Zutritt von Solvensmoleku¨len derartig begrenzen, dass eine Erho¨-
hung elektrostatischer Wechselwirkungen durch eine niedrige Dielektrizita¨t der direkten
Bindungsumgebung gegeben ist. [2] Am Interface einer Protein-Protein-Interaktion ist
die Oberfla¨che der Bindungspartner hingegen eher flach ausgebildet und geeignete Bin-
detaschen sind ha¨ufig nicht pra¨sent. Um trotz dieses Umstands effektive PPI-Inhibitoren
bereitzustellen, wurden verschiedene Mo¨glichkeiten entwickelt, um entweder gro¨ßere
Bindetaschen zu erfassen bzw. zu generieren [1,83,122] oder aber um zuna¨chst kleine
Taschen mit der Besetzung durch Fragmentmoleku¨le zu nutzen und im Nachgang
mehrere potente Bindungspunkte durch Verknu¨pfung zu einem großen Liganden zu-
sammenzufassen bzw. entlang der Oberfla¨che zu wachsen. [2,19,22,46,123] In dieser Arbeit
wurden zwei mo¨gliche Bindetaschen im Interface-Bereich bereits beschrieben, die durch
die Beweglichkeit des Loops 46–52 ausgebildet werden. Wa¨hrend die eine Konformation
grundsa¨tzlich die Dimerisierung des Enzyms erlaubt (3UVI, 4DY1), ist sie durch steri-
sche Hinderung im Falle der zweiten Konformation ausgeschlossen (4JBR). Der Ansatz,
eine neu gefundene Tasche als Startpunkt fu¨r ein fragmentbasiertes Ligandendesign zu
nutzen, wurde zu einem Zeitpunkt gewa¨hlt, zu dem lediglich Erkenntnisse zur ersten
potentiellen Bindetasche vorlagen. Erste Ergebnisse hierzu werden in den folgenden
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Abbildung 3.41: Schematische Darstellung des Tethering verschiedener Fragmentmoleku¨le an einen
Rezeptor. Fu¨r jede Bindetasche gibt es ein spezifisches Moleku¨l mit der ho¨chsten
Bindeaffinita¨t. Der Cystein-Anker kann jedoch nur einfach besetzt werden, sodass
auch nur die Bindung an eine der Taschen erfolgt, bzw. in einem Cocktail mehrerer
Tethering-Fragmente eine Verteilung entsprechend des eingestellten Gleichgewichts
vorliegt. (Abbildung in Anlehnung an [16])
Abschnitten gezeigt, die Methodik la¨sst sich sicher auf die zweite Taschenkonfiguration
u¨bertragen bzw. erweitern.
Fu¨r die initiale Fragmentsuche wurde die von Erlanson et al. [16] bei Sunesis entwickelte
Methode des Tetherings angewendet, deren Mo¨glichkeiten bereits durch zahlreiche
Arbeiten gezeigt werden konnten [6,123–127]. Dabei wird das Fragment in Form eines
Thiols an einen Cystein-Anker an der Oberfla¨che des Zielproteins gebunden. Unter
Gleichgewichtsbedingungen in Anwesenheit eines Reduktionsmittels wie z.B˙. Dithioth-
reitol (DTT) oder β-Mercaptoethanol (BME) wird eine hohe Affinita¨t von Fragmenten
zu einer stabileren Ausbildung der kovalenten Disulfidbindung fu¨hren, als bei weniger
affinen Fragmenten. Die prozentualen Anteile des Proteins mit und ohne gebundenem
Fragment werden ebenso von der Affinita¨t beeinflusst, da die thermodynamische Stabi-
lita¨t des Systems mit der Gleichgewichtskonstante und folglich mit den Proportionen
der vorhandenen Reaktanden wie in Gleichung 3.1 gezeigt miteinander verknu¨pft sind.
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∆G = −R · T · lnK = −R · T · ln c(TGT − Teth)
c(TGT ) · c(Teth) (3.1)
Mit Hinblick auf einen Interface-Inhibitor ist es notwendig, den Cystein-Anker im
Bereich der Kontaktfla¨che zu platzieren, sodass fu¨r diese die Affinita¨t der gebundenen
Fragmente untersucht werden kann. In der hier gezeigten Studie wurde zuna¨chst eine
geeignete Positon zur Platzierung eines Cystein-Ankers in Zusammenarbeit mit Felix
Terwesten gesucht und ein solcher mittels Mutagenese in das Protein eingebracht. Das
resultierende Enzym wurde umfassend in einem Assay, mittels denaturierender sowie
nativer nano-ESI Massenspektrometrie und Ro¨ntgenstrukturanalyse charakterisiert.
Die resultierende Struktur wurde genutzt, um zuna¨chst mittels eines Dockings, das
Felix Terwesten ebenfalls im Rahmen seiner Diplomarbeit durchfu¨hrte, Aufschlu¨sse
u¨ber die Eignung einer in der Arbeitsgruppe vorhandenen Bibliothek von Tethering-
Fragmenten [96] zu erlangen. Die Ergebnisse wurden durch Molekulardynamiksimulatio-
nen gestu¨tzt, differenziert und erweitert. Schließlich wurden Tethering-Experimente an
der Variante TGT F92C/C158S/C281S durchgefu¨hrt und dabei die Bindungsaffinita¨t
der Tethering-Fragmente u¨ber denaturierende Massenspektrometrie charakterisiert.
Native nano-ESI Massenspektrometrie brachte wegen des hohen Monomerisationsgrads
der TGT F92C/C158S/C281S keine signifikanten Ergebnisse. Eine ro¨ntgenkristallogra-
phische Charakterisierung war wegen der ungenu¨genden Kristallisation des mit einem
Tethering-Fragment gebundenen Enzyms nicht mo¨glich bzw. es wurden nur Strukturen
ohne Fragment gefunden. In den nachfolgenden Sektionen sollen die einzelnen Schritte
na¨her vorgestellt und abschließend miteinander verglichen sowie diskutiert werden.
Platzierung eines Cystein-Ankers im Interface-Bereich
Die Rahmenbedingungen fu¨r ein aussagekra¨ftiges Tethering-Experiment werden zum
einen durch die Auswahl der Fragmente fu¨r den Bibliotheksentwurf, zum anderen von
der Auswahl des Tethering-Cystein-Ankers am Enzym geschaffen. Da zuna¨chst mit
einer vorhandenen Bibliothek gearbeitet wurde, musste lediglich die Vorbereitung der
TGT erfolgen. Dazu wurde zuna¨chst eine Analyse der Zuga¨nglichkeit vorhandener
Cysteine fu¨r Tethering-Fragmente mittels PISA und visueller Inspektion durchgefu¨hrt.
In TGT sind fu¨nf Cystein-Reste vorhanden. Drei davon bilden im Inneren des Enzyms
zusammen mit His349 die Koordinationsspha¨re des strukturellen Zinkions. Sie sind von
außen nicht zuga¨nglich und in ihrer Position durch die koordinative Bindung fixiert.
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Zwei weitere Cysteine befinden sich in der tRNA-Bindetasche und sind mit 21.60 A˚
2
(Cys158) bzw. 24.95 A˚
2
(Cys281) an der zuga¨nglichen Oberfla¨che des TGT Wildtyps
(1PUD) beteiligt. Außerdem nimmt Cys281 gema¨ß den Ergebnissen von Xie et al.
an der Bindung zur tRNA teil. [55] Um eine unbeabsichtigte Bindung von Tethering-
Fragmenten an diese beiden Cysteine zu vermeiden, wurde entschieden, diese zuna¨chst
jeweils gegen Serin auszutauschen. Sterischer Anspruch und die Fa¨higkeit Wasserstoff-
bru¨cken zu bilden, werden durch den Austausch der Thiol- gegen eine Hydroxylgruppe
nicht signifikant beeinflusst, wohingegen die Ausbildung einer kovalenten Verknu¨pfung
mit einem weiteren Thiol nicht mehr gegeben ist. Die Mutationen wurden bereits in
einem fru¨hen Stadium des Projekts umgesetzt, sodass eine kristallographische Charak-
terisierung durch die Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q erfolgen konnte. Im
Zuge der Mutation C281S kommt es lediglich zu einer Rotation der Seitenkette um
ca. 38°. Beim Austausch C158S vera¨ndert sich der Verlauf der Hauptkette leicht um
ca. 1.6 A˚ (Cα-Cα-Abstand) sowie die Seitenkettenorientierung an Tyr106 (Rotation um
ca. 96° in Richtung des freien Solvens) und Met109 (ebenfalls Rotation um ca. 93° in
Richtung des freien Solvens). Dadurch stellen sich Teile der tRNA-Bindetasche anders
dar. Bei einem vergleichenden Assay von TGT Wildtyp und TGT C158S/C281S konnte
eine Zunahme in kcat (ca. 35%) und KM (ca. 30%) beobachtet werden. Im Vergleich zu
den Vera¨nderungen der Assaywerte durch die Mutationen im Interface-Bereich sind
diese jedoch als gering zu bewerten. Die Mutationen an den Positionen 158 und 281
von Cystein zu Serin haben also keine signifikante Auswirkungen auf die Struktur und
Funktionalita¨t des Enzyms und beeintra¨chtigen die U¨bertragbarkeit weiterfu¨hrender
Experimente vermutlich nicht.
Bei den U¨berlegungen zur Platzierung des Cystein-Ankers im Interface-Bereich
der TGT konnte zum einen auf die Kristallstruktur der Variante TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q (3UVI) zuru¨ckgegriffen werden, zum anderen wurde
ein virtuelles TGT-Monomer mittels Molekulardynamiksimulation in einem solvent
mapping-Verfahren nach Seco et al. [83] auf mo¨gliche Bindetaschen hin u¨berpru¨ft.
Die in Kapitel 3.3 umfassend beschriebene Kristallstruktur zeigt im Bereich des Interface
eine Tasche, die sich durch die Verlagerung des Loop zwischen den Positionen 46 und 52
o¨ffnet und mit einem Iodidion an zwei alternativen Positionen sowie einem Netzwerk aus
sechs Wassermoleku¨len besetzt ist. In die Tasche ragt außerdem das andere Monomer
mit den Resten His333’ und Tyr330’ hinein (vgl. Abbildung 3.24). Durch die Platzierung
eines starken Liganden in diesem Bereich ko¨nnte zum einen die Position des Loops
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stabilisiert und zum anderen der zur Verfu¨gung stehende Raum in der Tasche so
ausgefu¨llt werden, dass eine Dimerisierung der TGT verhindert wird.
Die Ableitung von Affinita¨tsprofilen eines Proteins allein aus statischer Strukturaufkla¨-
rung vernachla¨ssigt jedoch u.U˙. auftretende, transiente Bindetaschen, die durch einen
bindenden Liganden stabilisiert werden ko¨nnen und so in einen langlebigen Zustand
u¨berfu¨hrt werden. Ein dynamisches solvent mapping kann in silico dazu beitragen,
diesen Effekt abzubilden und derartige Bindetaschen sichtbar zu machen. Bisherige
Ansa¨tze von Seco et al., einen Teil des wa¨ssrigen Solvens durch Isopropanol zu ersetzen,
zeigten gute Ergebnisse und ließen u¨ber eine Verteilungsfunktion sogar eine quantita-
tive Abscha¨tzung von Bindungsenergien zu. Fu¨r die TGT stand zuna¨chst die Frage
im Vordergrund, ob mit der Methode ,versteckte’ Bindetaschen im Interface-Bereich
aufgezeigt werden ko¨nnen. Dazu wurde in einem Solvensmix H2O/iPrOH (4:1) das
Monomer des TGT-Wildtyp (1PUD) u¨ber einen Zeitraum von 50 ns frei simuliert
und anschließend die Verteilung der iPrOH-Moleku¨le getrennt nach den funktionellen
Gruppen (Methyl=hydrophob, –OH= Wasserstoffbru¨ckendonor) in ptraj ermittelt. Die
Abbildung 3.42 zeigt in rot solche Positionen, an denen ein entsprechendes Sauerstoffa-
tom mindestens fu¨nf mal so ha¨ufig wa¨hrend der Simulation anzutreffen ist, als u¨ber
den gesamten Raum des Solvens gemittelt. Fu¨r die Kohlenstoffatome (blau) wurde das
Maß auf eine 10fache Ha¨ufigkeit angepasst, da diese je Moleku¨l zweifach vorhanden
sind. Aus der Abbildung ko¨nnen visuell fu¨nf Bereiche mit erho¨hter Aufenthaltsha¨u-
figkeit fu¨r beide Atomtypen in fu¨nf Cavita¨ten festgestellt werden, von denen jedoch
nur der mit 1 bezeichnete Bereich im Interface des TGT-Enzyms liegt. Die umgeben-
den Aminosa¨uren sind Ala53, Arg289, Ala343, Met344 und Thr347. Bis auf Thr347
wurden alle diese Aminosa¨uren in der Hot-Spot-Analyse in Kapitel 3.1 untersucht und
nicht als signifikante Affinita¨tszentren charakterisiert. Das Volumen dieser potentiellen
Bindetasche ist daru¨ber hinaus fu¨r die Platzierung eines Startliganden im strukturba-
sierten Wirkstoffdesign zu klein. Auch handelt es sich nicht um eine Bindestelle, die
auf den Einfluss eines stabilisierend wirkenden organischen Liganden zuru¨ckzufu¨hren
ist, sondern schon aus der Ro¨ntgenstruktur abgeleitet werden kann. Die konformative
Vera¨nderung im Loopbereich 46 bis 52 ließ sich in der Simulation nicht beobachten,
tritt allerdings gema¨ß den bisher gemachten Beobachtungen ho¨chstwahrscheinlich im
Zuge der Monomerisierung des Enzyms auf.
Deshalb wurde diese Tasche verworfen und beschlossen, die potentielle Bindetasche
aus der Struktur TGT C158S/C281S/W326E/E339Q mit den vorhandenen Tethering-
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Abbildung 3.42: Solvent mapping eines TGT Wildtyp Monomers (grau, Struktur zum Endpunkt der
Simulation nach 50 ns) mit iPrOH nach der Methode von Seco et al. In rot ist die
Verteilung der Donorfunktionalita¨t (min. 5-fach u¨ber dem Durchschnitt), in rot die
Verteilung der hydrophoben Methylgruppen (zweimal je Moleku¨l vorhanden, deshalb
min. 10-fach u¨ber dem Durchschnitt). Von den visuell abgeleiteten Affinita¨tsbereichen
(1: A53, R289, A343, M344, T347; 2: M75, R132, H133, M134, L135, R139, I143;
3: G105, M109, Q117, F155, E157; 4: M1, V2, A19, G28, T29, R38, R362, S366;
5: W296, K360, D376, F377, R380) liegt nur der erste am Interface (durch die
transparente Oberfla¨chendarstellung angedeutet). Die Lage der Substratbindetasche
ist durch einen Liganden (gru¨n, entnommen aus 3EOS) angedeutet.
Fragmenten auszuleuchten und gu¨nstige Positionen fu¨r die Platzierung einzelner building
blocks eines Liganden zu finden. Bei der Wahl des notwendigen Cystein-Ankers ist zum
einen eine relative Na¨he zur Tasche zu beru¨cksichtigen, zum anderen soll diese jedoch
durch den Austausch nicht signifikant vera¨ndert werden. Auch sollte ein Einfluss des
Cysteinaustauschs auf die Stabilisierung des TGT Dimer vermieden werden.
Felix Terwesten untersuchte hierzu die Variante TGT I340C. Position 340 liegt ex-
poniert im Interface-Bereich des Enzyms, sodass gebundene Fragmente mit einem
entsprechenden Linker die Tasche erreichen ko¨nnten. Jedoch hat sich gezeigt, dass
es nach der Mutation an Luftsauerstoff zur spontanen Dimerisierung zweier Poly-
peptidketten kommt und nach Aufarbeitung des Proteins in der denaturierenden
Massenspektrometrie ein kovalentes Dimer mit der doppelten Masse des angestrebten
TGT I340C Monomers gefunden wird. Durch die Na¨he von Ile340 zur Symmetrieachse
ist die Ausbildung der Disulfidbru¨cke stark begu¨nstigt sein, da hierfu¨r keine vom
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Wildtyp abweichende Konformation eingenommen werden braucht. Eine strukturelle
Charaktersierung scheiterte an der Qualita¨t der erhaltenen Kristalle. [128]
Aus diesen Ergebnissen wurde abgeleitet, dass besonders exponierte Positionen zum
Platzieren des Cystein-Ankers fu¨r das Tethering eher ungeeignet sind. Dies konnte im
spa¨teren Verlauf auch durch die Variante TGT Y330C untermauert werden, da diese
ebenfalls ein kovalent gebundenes Dimer ausbilden kann (vgl. Kapitel 3.5). So wurde
Phe92 fu¨r den Austausch ausgewa¨hlt. Dies bildet an einer Seite den Abschluss der
Tasche, sodass nach der Mutation F92C weite Teile der Tasche unvera¨ndert vorliegen
sollten. Außerdem liegt Position 92 in einem Bereich des Interface, der eine kovalente
Dimerisierung unter Ausbildung einer Disulfidbru¨cke aus sterischen Gru¨nden unwahr-
scheinlich erscheinen la¨sst. Allerdings muss beru¨cksichtigt werden, dass Phe92 ein Teil
des aromatischen Hot-Spot-Clusters darstellt und durch die Mutation eine Destabili-
sierung des TGT Dimers zu erwarten ist. Dies konnte, wie oben beschrieben, letztlich
nach erfolgter Mutagenese, Expression mittels nativer nano-ESI Massenspektrometrie
nachgewiesen werden. Die anschließende kristallographische Charakterisierung besta¨tigt
zudem den u¨bereinstimmenden Schleifenverlauf zwischen den Positionen 46 und 52
im Vergleich zur Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q, sowie die Lage des
eingebrachten Cysteins.
Andere, u.U˙. geeignete Positionen ko¨nnten Ala53, Lys55, Arg82 und Leu86 darstellen,
wobei die drei letztgenannten gema¨ß den Ergebnissen aus Kapitel 3.1 einen starken
Einfluss auf die Dimerisierung ausu¨ben (vgl. Abbildung 3.5). Ala53 liegt zudem in
unmittelbarer Na¨he zum besonders angeordneten Schleifenbereich, sodass dessen Be-
einflussung durch ein Tethering an Position 53 nicht auszuschließen ist (vgl. auch
Diskussion zu Abbildung 3.4).
Docking und Molekulardynamiksimulation
Umfangreiche Screenings von Bibliotheken mit wirkstoffa¨hnlichen Testmoleku¨len (u¨b-
liches HTS - High Throughput Screening) erfordern allgemein einen hohen Material-
und damit Kostenansatz sowohl auf der Seite des Rezeptors – das Enzym muss u.U˙.
aufwa¨ndig exprimiert, extrahiert, aufgereinigt oder/und chemisch vorbereitet werden
– als auch auf der Seite der Liganden. Weiterhin muss ein HTS-geeigneter Assay mit
leicht zu beobachtendem Messignal vorhanden sein bzw. etabliert werden. Um eine
große chemische Vielfalt und Diversita¨t mit gleichzeitig genu¨gender Validierung der
Ergebnisse zu erzielen, ist i.d.R. eine Vielzahl von Liganden notwendig, die aufwa¨ndig
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Abbildung 3.43: Mo¨gliche Positionen fu¨r Tethering-Anker in der Umgebung der in unmittelbarer Na¨he
des Interface liegenden Tasche der Variante TGT C158S/C281S/W326E/E339Q
(3UVI). Fu¨r die in rot dargestellten Aminosa¨uren Ala53, Lys55, Arg82, Leu86,
Phe92 und Ile340 wurden die Seitenketten zusa¨tzlich als Cystein-Mutation modelliert
(cyan).
beschafft, vorbereitet, gelagert und katalogisiert werden mu¨ssen. Fragmentbibliotheken
bieten dabei zwar den Vorteil einer guten chemischen Bandbreite bei geringen Stu¨ck-
zahlen, wegen ihrer geringeren Affinita¨t bestehen jedoch hohe Anforderungen an die
Methode zur Bindungsidentifikation. [129] Deshalb hat sich in den letzten zwei Dekaden
die Variante des Virtual Screenings etabliert, bei der in silico Rezeptor und Ligand
zusammengebracht werden und deren Interaktion durch ein Scoring-Verfahren bewertet
wird. [2,22] Ein sogenanntes Docking passt beispielsweise ein Moleku¨l in vielen Posen in
eine Bindetasche ein, die Bewertung wird anschließend u¨ber die Summation kraftfeld-
oder wissensbasierter Paarpotentiale fu¨r alle beru¨cksichtigten Wechselwirkungen durch-
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gefu¨hrt. Zugunsten einer Vielfalt der geometrischen Platzierungen werden dabei ha¨ufig
Faktoren wie Proteinflexibilita¨t, Einflu¨sse von Wasser- oder anderen Solvensmoleku¨len
sowie die nichtadditive Eigenschaft von Beitra¨gen zur Bindungsaffinita¨t vernachla¨ssigt.
Die Unterstu¨tzung eines Tethering-Ansatzes zur fragmentbasierten Ligandensuche u¨ber
ein Docking konnte bereits am Beispiel der Carboanhydrase II gezeigt werden. [96,130] Fu¨r
die TGT soll im Rahmen dieser Arbeit die Anwendbarkeit im Interface-Bereich eines
Protein-Protein-Kontakts sowie die Erweiterung durch die Molekulardynamiksimulation
getestet werden. Dabei wird, mit einigen Ausnahmen, auf die gleiche Bibliothek wie
in der Dissertation von Johannes Schulze-Wischeler [96] zuru¨ckgegriffen (Darstellung
der Bibliothek mit Fragmentnamen und chemischen Formeln findet sich in Tabelle 3.6
sowie Anhang D).
Das kovalente Docking der potentiell verfu¨gbaren Fragmente in Kombination mit ver-
schieden langen Linkern, die der Anbindung an den Cystein-Anker dienen, fu¨hrte Felix
Terwesten im Rahmen seiner Diplomarbeit durch. [128] Dabei konnte er zeigen, dass eine
Platzierung der kovalent gebundenen Moleku¨le nur dann mo¨glich ist, wenn eine ausrei-
chend dimensionierte Bindetasche, wie bei den Varianten TGT F92C/C158S/C281S
bzw. TGT C158S/C281S/W326E/E339Q, vorhanden ist. Demgegenu¨ber werden beim
Wildtyp viele Posen auch fu¨r außerhalb liegende Bereiche generiert. Die Bewertung der
,korrekt’ platzierten Posen konnte a priori nur schwer fu¨r Aussagen zur Bindungsaf-
finita¨t genutzt werden, da viele Platzierungen einen a¨hnlich Score aufwiesen. Durch
Clustering und Rescoring mittels fconv [131] und den DrugScoreXCSD-Potentialen [132]
wurden die Ergebnisse verfeinert und unter den 47 Fragmenten sechs (12.8%) besonders
schlechte Kandidaten (Az21(=Az31), Az22, BO333, SB104, SB106, SB127 jeweils fu¨r
alle Linkerla¨ngen) sowie ein besonders guter Kandidat (TK099) identifiziert. Durch die
Betrachung der Anzahl divergierender Cluster wurden weitere sechs (insgesamt 14.9%)
besonders gute Fragmente (SB097, SB107(=TK173), TK100, TK101, TK102, TK105
jeweils mit allen Linkerla¨ngen) mit niedriger Clusteranzahl identifiziert.
Unabha¨ngig von der realen Bindeeigenschaft liefert das Docking stets eine Lo¨sung, deren
Bewertung allein nicht unmittelbar auf die Qualita¨t ru¨ckschließen la¨sst. Nichtsdestotrotz
kann z.B˙. die beste Lo¨sung eines jeden Fragments als Startstruktur fu¨r eine verfeinernde
Molekulardynamiksimulation genutzt werden. Fu¨r alle als aussichtsreich identifizierten
Fragmente wurde die jeweils beste Docking-Lo¨sung ausgewa¨hlt und unter dem Einfluss
des expliziten TIP3-Wassermodells in AMBER u¨ber zwanzig Nanosekunden simuliert.
Damit wurde das Ziel verfolgt, eine mo¨glichst umfassende Beschreibung der intermole-
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kularen Kra¨fte in die in silico Abbildung der Fragment-Rezeptor-Wechselwirkungen
einfließen zu lassen. So ko¨nnen z.B˙. verbru¨ckte Interaktionen zusa¨tzlich beru¨cksichtigt
werden. Andererseits ist es ebenso mo¨glich, dass die generierte Docking-Lo¨sung energe-
tisch nicht stabil erscheint, der Ligand ein neues Minimum findet und die Simulation
schließlich einen neuen Bindungsmodus vorschla¨gt.
Die folgenden Untersuchungen beschra¨nken sich auf eine Linkerla¨nge mit 4 Methylen-
gruppen. Dies orientiert sich zum einen an der real in Substanz zur Verfu¨gung stehenden
Bibliothek an Tethering-Fragmenten (18 Fragmente standen fu¨r einen experimentellen
Vergleich zur Verfu¨gung), zum anderen soll versucht werden, die Tasche maximal
auszuleuchten. Die hohe Flexibilita¨t des Linkers verringert eine mo¨gliche Beeinflussung
des Fragments durch die Anbindung selbst und erlaubt viele Freiheitsgrade. Zusa¨tzlich
wurden in der Simulation auch solche Fragmente mit einem 4er-Linker getestet, die
real in Substanz bisher nur u¨ber 2er- oder 3er-Linker verknu¨pft zur Verfu¨gung stehen
(weitere 26 Fragmente). Auf diesem Weg waren zusa¨tzliche Hinweise auf Liganden
mit guten Bindeeigenschaften zu erhoffen, die sich synthetisch leicht realisieren lassen
sollten. Nach einer erfolgreichen Validierung der Methode wa¨re somit die Auswahl einer
Vielzahl potentieller Tether -Liganden und deren anschließende in silico U¨berpru¨fung
hinsichtlich Affinita¨t und Bindungsmodus mo¨glich.
Die Simulation mit AMBER ist gegenu¨ber dem Docking eine rechenintensive Methode,
die zudem einen hohen Automatisierungsgrad vermissen la¨sst. Deshalb sollte das Proze-
dere einfach gehalten werden, um so eine schnelle und qualitativ gute Reproduktion der
Ergebnisse gewa¨hrleisten zu ko¨nnen. Die Parametrisierung der Tethering-Fragmente
wurde mittels antechamber u.a˙. durch Zuteilung von Partialladungen nach der bcc-
Methode vorgenommen, wie sie bereits in AMBER implementiert ist. Fehlende Parame-
ter wurden aus dem generalized amber force field – gaff hinzugefu¨gt. Ebenfalls wurden
die Parameter der Disulfidbindung an das Cystein 92 dem gaff entnommen. Fu¨r die
jeweilige Simulation wurde der Rezeptor zusammen mit dem kovalent gebundenen
Liganden analog zu den in Kapitel 3.1 beschriebenen Molekulardynamiksimulationen
in tleap vorbereitet und schließlich nach einer Equilibrierungssequenz die angewendeten
Restraints graduell gelo¨st. Die Trajektorie wurde u¨ber 20 ns berechnet. Zur visuellen
Auswertung wurden 40 Bilder in Abstand von 500 ps mittels ptraj extrahiert und
auf die Bindetasche der TGT in ihrem Ausgangszustand projiziert (siehe Anhang D).
Weiterhin wurden die Geometrien der Liganden u¨ber die letzten 10 ns geclustert (je
201 Zusta¨nde). Dies erfolgte ebenfalls in ptraj mit der Methode hierarchical und dem
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Tabelle 3.5: Visuelle Auswertung der Tether -Beweglichkeit
Bindet in Tasche Bindet anderer Modus Bindet nicht
SB096, SB097, SB099,
SB109, SB113, SB119,
SB120, SB124, SB128,
SB231, TK099, TK100,
TK101, TK102, TK103,
TK104, TK106, TK140,
TK141, TK147, TK157,
TK164, TK165, TK169,
TK170, TK171, TK173,
TK174, TK175, TK176
SB102, SB106, SB123,
SB127
SB095, SB100, SB101,
SB103, SB104, SB107,
SB114, SB115, TK098,
TK105, TK135
Summe 30 (66.7%) Summe 4 (8.9%) Summe 11 (24.4%)
Differenzkriterium von  = 1.5.
Bei einigen wenigen Verbindungen kam es zu einer fehlerhaften Zuweisung von Para-
metern, sodass die Simulationen keine schlu¨ssigen Ergebnisse lieferten (Az41, Az42,
Tz41, Bo333). Diese Liganden wurden im Folgenden nicht weiter beru¨cksichtigt. Diese
Fragmente wurden urspru¨nglich zur Durchfu¨hrung von Click -Reaktionen an Proteinen
synthetisiert und unterscheiden sich mithin chemisch deutlich von der fu¨r Carboanhy-
drase II konzipierten Bibliothek. Der chemische Raum der verbliebenen Fragmente ist
somit leider eingegrenzt worden.
Zuna¨chst erfolgte die Auswertung mit Hilfe visueller Inspektion der Fragmentbeweg-
lichkeit wa¨hrend der Molekulardynamiksimulation (Anhang D). Dabei wurden die
getesteten Liganden in drei Kategorien eingeteilt. Die erste Klasse stellen offensichtlich
bindende Fragmente dar, die sich wa¨hrend der Simulation nur wenig innerhalb der zuvor
identifizierten Bindetasche bewegen, also eine geringe Abweichung von der urspru¨nglich
vorgeschlagenen Docking-Pose zeigen. Die zwei anderen Klassen sind durch deutlich ho¨-
here Bewegung des Fragments gekennzeichnet. Allerdings muss zwischen einem diffusen,
ungeordneten Bewegungsprofil (Klasse drei) und einer Bewegung hin zu einer neuen
Bindungspose mit sich anschließender konstanter Platzierung des Tether -Liganden
(Klasse zwei) unterschieden werden. Die Zuordnung zu einer dieser beiden Klassen
ist nur mit der Methode der Molekulardynamiksimulation mo¨glich und erweitert die
Erkenntnisse zum Design potentieller Liganden gegenu¨ber dem Docking erheblich. In
der ersten Kategorie finden sich etwa zwei Drittel aller Liganden. Dies ist wegen der
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(a) SB123: U¨bergang in eine stabile Konformati-
on bei ca. 8.5 ns, abweichend von der Start-
geometrie (neue Bindetasche).
(b) SB127: U¨bergang in eine stabile Konformati-
on bei ca. 7.5 ns, abweichend von der Start-
geometrie (neue Bindetasche).
(c) SB107: Ligand verla¨sst bei ca. 12 ns die Bin-
detasche, geht u¨ber in eine abweichende, fluk-
tuierende Konformation.
(d) TK102: Ligand verbleibt u¨ber die gesamte
Simulation in einer nur leicht vera¨nderlichen
Position (stabiles Bindeverhalten).
Abbildung 3.44: 2drmsd-Plots ausgewa¨hlter Tether -Liganden zur Analyse der Fragmentbeweglichkeit
in der MD Simulation. Einheitlich gefa¨rbte Quadrate entlang der Hauptdiagonalen
zeigen niedrige Beweglichkeit u¨ber einen gewissen Zeitraum (Zeitachse auf der Abszis-
se und Ordinate in Teilen zu 50 ps, Farbcodierung rmsd gegenu¨ber der Startstruktur).
Rote Bereiche außerhalb der Hauptdiagonalen weisen auf eine hohe Differenz zwischen
einzelnen Clustern hin.
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oben diskutierten chemischen A¨hnlichkeit der Fragmente nicht verwunderlich. Immerhin
ein Viertel der Liganden wird als ungu¨nstig im Rahmen der visuellen Auswertung
befunden. Deren strukturelle Unterschiede im Vergleich zu den Fragmenten der Klasse
1 kann das weitere Design inspirieren. Einen vo¨llig neuen Ansatz liefert das Simulati-
onsergebnis fu¨r die vier Fragmente in Klasse zwei. Sie besetzen u¨bereinstimmend eine
zweite, neue Bindetasche am Interface des Proteins, die bisher wegen der geringen
Gro¨ße als potentielle Bindestelle nicht betrachtet wurde.
Unterstu¨tzend kamen zweidimensinale Auftragungen der mittleren quadratischen Ab-
weichung bezogen auf die Startkoordinaten (2drmsd-Plots) zum Einsatz. Diese verdeut-
lichen den visuellen Befund, sind allerdings wegen der unterschiedlichen Skalierung
schwerer zu vergleichen. Fu¨r SB123 und SB127 zeigen sich darin zum Ende der Simula-
tion stabile Cluster mit großer Abweichung zu den Startkoordinaten (Abbildung 3.44a
& 3.44b). Fu¨r SB107 ist hingegen gut die anfa¨ngliche Stabilita¨t sowie das Verlassen der
geordneten Lage in der Bindetasche im zweiten Teil der Simulation abzuleiten (Abbil-
dung 3.44c). Als Beispiel fu¨r einen als stabil kategorisierten Liganden kann TK102 mit
einer nahezu gleichma¨ßig gefa¨rbten, auf einen Cluster hindeutenden Fla¨che angefu¨hrt
werden (Abbildung 3.44d). Die zusa¨tzlichen Informationen gegenu¨ber der Projektion
in Anhang D sind bei der Anwendung des 2drmsd-Plots jedoch gering: Der zeitliche
Verlauf der Beweglichkeit ist zwar gut dargestellt, die Zuordnung gleicher Strukturen
in Cluster ist jedoch nur bei eindeutigen Fa¨llen a¨hnlich zu den genannten Beispielen
mo¨glich.
Die visuelle Inspektion und das Hilfsmittel des 2drmsd-Plots unterliegen wesentlichen
Nachteilen: Zuna¨chst sind sie subjektiv durch das Auge des Betrachters gesteuert,
ihre Auswertung beno¨tigt bei gro¨ßerer Anzahl von Fragmenten viel Zeit und ist nicht
automatisierbar. Deshalb wurde ein Verfahren angestrebt, das die Beweglichkeit der
kovalent gebundenen Fragmente in silico bewertet. In Anlehnung an die oben vor-
gestellte Docking-Studie sowie die Fla¨chencluster in den 2drmsd-Plots wurde dazu
ein Clustering in Konformationsfamilien genutzt. Die vielen Bilder der Trajektorie
werden dabei einer endlichen Anzahl von Zusta¨nden gema¨ß des Diversita¨tskriteriums
zugeteilt. Eine geringe Clusteranzahl zeigt niedrige Beweglichkeit an. Eine große Anzahl
ausgebildeter Clusterzahlen findet man bei zunehmender konformativer Freiheit des
Liganden. Da wa¨hrend der Equilibrierungsphase eine a priori gro¨ßere Beweglichkeit
auf Grund der Anpassung an das neu angewendete Kraftfelds zu erwarten ist, sollte
erst zu einem spa¨teren Zeitpunkt der Simulation das Clustering angewendet werden.
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Abbildung 3.45: Statistische Auswertung der Ha¨ufigkeit von zugeordneter Clusteranzahl je Fragment.
An die aufgetragene Ha¨ufigkeit wurde eine Verteilungsfunktion (Gauss’sches Modell)
angeglichen, wobei die Verschiebung auf der Ordinate durch einen festen Wert
,Null’ verhindert wurde. Entsprechend den Differenzkriterien xc+1σ und xc+2σ
der Verteilungsfunktion wurden die Fragmente auf Grund der Clusteranzahl in drei
Kategorien eingeteilt. Je kleiner die Anzahl zugeordneter Cluster desto stabiler ist
die Lage eines Fragments in einer ausgezeichneten Pose.
Da bei der visuellen Inspektion zudem die Bewegung von vier Fragmenten hin zu
einer neuen Tasche festgestellt wurde und dieser initiale Taschenwechsel nicht zu einer
ho¨heren Anzahl der zu bildenden Cluster fu¨hren sollte, wurden lediglich die letzten
zehn Nanosekunden der Trajektorie fu¨r diese Auswertung herangezogen. Abbildung
3.45 verdeutlicht das Ergebnis fu¨r die Trajektorien. Dabei ist zuna¨chst offensichtlich,
dass ha¨ufig wenige Cluster gefunden werden, selten hingegen eine große Anzahl an
Clustern. Im Anhang D ist fu¨r jedes Fragment die Clusteranzahl einzeln ausgewiesen.
Fu¨r diese Verteilung galt es nun ein Kriterium abzuleiten, das aussichtsreich bindende
von nichtbindenden Fragmenten diskriminiert. Dazu wurde die Ha¨ufigkeitsverteilung
der Clusteranzahl in Abbildung 3.45 herangezogen und eine Normalverteilung an
die Daten angeglichen, bei y = 0 die Basislinie als feste Gro¨ße vorgegeben und alle
weiteren Parameter frei bestimmt. Das Maximum der Verteilungsfunktion wurde bei
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xc = 3.88 erreicht, die Standardabweichung betra¨gt σ = 2.52. Da die Clusteranzahl
stets ganzzahlig ist, ergibt sich aus den Daten die Maximalstelle bei vier, die einfache
Standardabweichung zu drei, die doppelte zu fu¨nf. Da angenommen wird, dass eine
geringe Clusteranzahl gu¨nstig fu¨r das Design eines denkbaren Inhibitors ist, muss
folglich lediglich ein Kriterium auf der Seite großer Zahlen, also der maximal tolerier-
baren Beweglichkeit, festgelegt werden. Beru¨cksichtigt man, dass sich die bindenden
Fragmente durch eine Anzahl von Clustern nahe der Maximalstelle der angeglichenen
Normalverteilung wiederfinden, so sollte man ca. sieben Zehntel der zielfu¨hrenden
Fragmente bis zu einer Clusterzahl von sieben und fast alle bis zu einer Clusterzahl
von neun finden. Im Folgenden soll deshalb gelten, dass wiederum drei Kategorien
der untersuchten Fragmente gebildet werden: Clusteranzahl bis einschließlich sieben –
wahrscheinlich bindende Fragmente, Clusteranzahl acht oder neun – visuelle Inspektion
notwendig, Clusterzahl gro¨ßer neun – kaum als sinnvoll zu bewertende Fragmente.
Kategorie 1 hat 29 Fragmente (64.4%), Kategorie 2 verfu¨gt u¨ber drei Fragmente (6.7%)
und Kategorie 3 u¨ber dreizehn (28.9%). Die Fragmente der Kategorie 2 wurden vi-
suell zweimal als gu¨nstig, einmal als ungu¨nstig ausgewertet, sodass sich in etwa das
gleiche Verha¨ltnis zwischen positiven und negativen Fragmenten wie durch ausschließ-
lich optische Begutachtung aller Trajektorien ergibt. Dieser Befund allein gibt jedoch
nicht hinreichend Aufschluss u¨ber die Qualita¨t der Ergebnisse. Ob der Ansatz eines
objektiven Bewertungskriteriums mittels des Clustering Erfolg hat, kann insbesondere
die Auswertung der Schnittmengen der einzelnen Kategorien in Bezug auf die visuelle
Bewertung liefern. Insgesamt wurden 45 Fragmente bewertet, bei denen fu¨nf Abweichun-
gen (entspricht 11%) zu verzeichnen sind. Zwei Fragmente wurden durch das Clustering
als fu¨r das weitere Design wenig aussichtsreich beurteilt, obwohl die visuelle Inspektion
eine gute Bindung in der Bindetasche vermuten la¨sst (SB113, TK141). Weitere zwei
Fragmente wurden ebenfalls der Gruppe nichtaussichtsreich zugeordnet, wobei die
genaue Betrachtung der Fragmente anzeigt, dass sie die Bindetasche zwar verlassen
und jedoch eine Wechselwirkung in der neuen Tasche favorisieren (SB102, SB106). Ein
Fragment wurde u¨ber das Clustering als aussichtsreich bewertet, wohingegen dessen
visuelle Inspektion eher ein ungu¨nstiges Bindeverhalten erkennen ließ (SB115). Die
Gegenu¨berstellung der chemischen Eigenschaften aller abweichend klassifizierten Frag-
mente la¨sst nicht auf einen systematischen Fehler schließen. Durch Verla¨ngerung der
simulierten Trajektorie bzw. der Equilibrierungsphase ko¨nnte u.U˙. eine gesichertere
Positionierung der in neuer Pose ausgerichteten Fragmente erreicht und damit deren
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Bewertung durch das Clustering verbessert werden.
Im Vergleich zur Bewertung durch das Docking von Felix Terwesten ist der u¨berwiegende
Teil der Fragmente gleich bewertet worden. Dabei verfiel die Molekulardynamik aber
nicht dem Trend, kleine Fragmente schlechter zu bewerten, sondern beru¨cksichtigte
in der Methodik deren Anpassungsfa¨higkeit an kleine Bindestellen durch gro¨ßere
konformative Freiheiten (z.B˙. SB106, SB127). Entgegengesetzt zugeordnet wurde TK105,
eines der am hochgradigsten funktionalisierten Fragmente, fu¨r die ein klassisches Scoring
eher eine zu gute Bewertung liefert. Innerhalb der Studie erwies sich das Fragment
SB107 als problematisch. Dieses wurde mit der gleichen molekularen Struktur ebenfalls
als TK173 (Validierungsfragment) eingesetzt. Die beiden La¨ufe unterschieden sich
kaum in der Anfangsgeometrie der Liganden (aus dem Docking hervorgegangen), die
daru¨ber hinaus im Zuge der Equilibrierungsphase ihre Bedeutung verlieren sollte.
Die geringe Differenz der Startstruktur in der Simulation fu¨hrte folglich dazu, dass
der Ligand die Tasche verließ und nicht wieder an die alte Position zuru¨ckgelangte.
Entweder ist die Bindetasche durch Wasser dann gu¨nstiger belegt worden – was ein
schlechtes Bindeverhalten unter physiologischen Bedingungen impliziert – oder aber die
Simulationsdauer war nicht ausreichend lang, um das relative Energieminimum wieder
zu erreichen.
Tethering-Experimente an TGT F92C/C158S/C281S
Parallel zur in silico Analyse der Tethering-Fragmente wurde deren Bindeverhalten an
der mit einem Cystein-Anker ausgestatteten TGT Mutante F92C/C158S/C281S expe-
rimentell untersucht. Vorarbeiten durch Johannes Schulze-Wischeler an einer anderen
TGT Variante sowie eigene Versuche an der hier na¨her betrachteten Proteinvariante
brachten zuna¨chst wertvolle methodische Erkenntnisse: Das urspru¨nglich durch Erlan-
son et al. etablierte Verfahren zur kompetitiven Verwendung mehrerer Liganden in
einem Mix zur Reaktion am Cystein-Anker ist an TGT nicht darstellbar. Sowohl unter
Nutzung von BME als auch von DTT als Reduktionsmittel kommt es ab dem Einsatz
von zwei Fragmenten gleichzeitig (Cocktail) zur Denaturierung des Proteins. Auf welche
Ursache dies zuru¨ckzufu¨hren ist, blieb dabei unklar; vergleichende Experimente nach
demselben Protokoll an Carboanhydrase II durch Johannes Schulze-Wischeler verliefen
hingegen zufriedenstellend. Folglich wurde jedes der zur Verfu¨gung stehenden Frag-
mente einzeln an TGT F92C/C158S/C281S getestet. Wegen der besseren Handhabung
und der minderen Giftigkeit wurde DTT als Reduktionsmittel bevorzugt und in der
117
3 Ergebnisse und Diskussion
gleichen Konzentration wie die Precursor -Moleku¨le der Fragmente eingesetzt.
Die verfu¨gbare Bibliothek wies in Bezug auf die chemische Zusammensetzung eine
Zweiteilung auf: Einige Fragmente (in Tabelle 3.6 mit * markiert) sind lediglich als
symmetrische Precursor -Moleku¨le mit zwei Fragmenteinheiten je Moleku¨l verfu¨gbar,
alle anderen sind als unsymmetrische Vorla¨ufer verfu¨gbar, bei denen je eine Frag-
menteinheit und eine Linkereinheit mit prima¨rer Aminofunktion vorhanden sind. Bei
der ersten Variante ist die Konzentration des Fragments also doppelt so hoch wie
bei der zweiten Variante. Als vorteilhaft erwies sich jedoch die gesteigerte Lo¨slichkeit
der Precursor -Moleku¨le in DMSO bzw. DMSO-Wasser-Gemisch 1:9 durch die Ami-
nogruppe. Bei der massenspektrometrischen Auswertung des mit den symmetrischen
Ausgangsverbindungen umgesetzten Proteins sind lediglich Signale fu¨r das freie Protein
und die Summe aus Fragment und Protein zu erwarten, wohingegen bei der zweiten
Variante zusa¨tzlich die Bindung des freien Linkers mit der terminalen Aminogruppe
mo¨glich ist. Diese steht dann in Konkurrenz zum eigentlichen Fragmentmoleku¨l und
kann das Ergebnis beeinflussen. Eine weitere Heterogenita¨t der Bibliothek ist durch
drei unterschiedliche Linkerla¨ngen mit zwei, drei oder vier Methylengruppen zwischen
Disulfid- und Amidbindung gegeben. Einige Fragmente stehen in allen drei Gruppen
zur Verfu¨gung, andere nur in ein oder zwei Gruppen.
Das Bindeverhalten der Fragmente kann als Ergebnis der massenspektrometrischen
Charakterisierung der Reaktionsprodukte (durchgefu¨hrt am FB Chemie unter Dr. Uwe
Linne) nach einer festen Inkubationszeit von einer Stunde und Abtrennung u¨berschu¨ssi-
gen Precursors als prozentualer Anteil der durch das Fragment belegten Proteinmoleku¨le
angegeben werden. Es wurde eine Versuchsreihe mit einer Konzentrationen der Pre-
cursor -Moleku¨le von 200 µM und 15 µM TGT durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.6 zusammengefasst.
Tabelle 3.6: Experimentelle Ergebnisse eines MS Tethering Screenings an TGT 92C 158S 281S. Ein *
hinter der Fragmentbezeichnung weist auf ein symmetrisches Tether -Fragment hin (vgl.
Erla¨uterungen im Text).
Bez. Formel
Fragment
gebunden
Bez. Formel
Fragment
gebunden
SB095*
n=2
17%
TK094
n=3
2%
SB096*
n=2
0%
TK095
n=3
6%
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Bez. Formel
Fragment
gebunden
Bez. Formel
Fragment
gebunden
SB097*
n=2
12%
TK096
n=3
5%
SB099*
n=2
17%
TK097
n=3
1%
SB100*
n=2
10%
TK098
n=4
1%
SB101*
n=2
8%
TK099
n=4
0%
SB102*
n=2
18%
TK100
n=4
5%
SB103*
n=2
18%
TK101
n=4
9%
SB104*
n=2
4%
TK102
n=4
4%
SB106*
n=2
9%
TK103
n=4
10%
SB107*
n=2
18%
TK104
n=4
5%
SB109*
n=2
0%
TK105
n=4
1%
SB113*
n=2
8%
TK106
n=4
3%
SB114*
n=2
24%
TK107
n=3
2%
SB115*
n=2
36%
TK108
n=3
12%
SB119*
n=2
6%
TK109
n=3
10%
SB120*
n=2
0%
TK110
n=2
3%
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Bez. Formel
Fragment
gebunden
Bez. Formel
Fragment
gebunden
SB123*
n=2
0%
TK111
n=2
3%
SB124*
n=2
15%
TK112
n=2
2%
SB127*
n=2
14%
TK135
n=3
3%
SB128*
n=2
5%
TK136
n=2
5%
SB226
n=2
–%
TK140
n=2
3%
SB227
n=2
–%
TK141
n=2
8%
SB228
n=2
–%
TK142
n=2
5%
SB229
n=2
8%
TK147
n=2
4%
SB231
n=2
–%
TK148
n=3
10%
SB232
n=2
9%
TK149
n=3
2%
SB233
n=2
9%
TK150
n=3
4%
TK157
n=3
1%
AZ21*
n=2
6%
TK158
n=3
5%
AZ22*
n=2
11%
TK162
n=3
5%
AZ31*
n=3
7%
TK163
n=3
6%
TK164
n=4
1%
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Bez. Formel
Fragment
gebunden
Bez. Formel
Fragment
gebunden
TZ21*
n=2
14%
TK165
n=4
3%
TZ31*
n=3
5%
TK169
n=4
8%
TZ41*
n=4
1%
TK170
n=4
10%
TK171
n=4
3%
BO333*
n=2
4%
TK173
n=4
–%
TK174
n=4
6%
CysA
n=2
28%
TK175
n=4
4%
TK176
n=4
1%
Insgesamt ist die Affinita¨t der untersuchten Fragmente bei der gewa¨hlten Konzentration
als gering einzuscha¨tzen. Der beste Ligand bindet lediglich an 36% des zur Verfu¨gung
stehenden Proteins. Nur neun der untersuchten Fragmente binden an mehr als 15%
(Gruppe 1), 34 Fragmente binden an weniger als 10% (Gruppe 3) des Proteins. Dieses
relativ homogene Ergebnis spiegelt die chemische A¨hnlichkeit der Bibliotheksmitglieder
wider. Bis auf CysA sind alle Vertreter der Gruppe 1 symmetrische Verbindungen, d.h.
deren effektive Konzentration an umsetzbarem Fragment liegt beim doppelten Wert,
also 400 µM. Allerdings scheint dies keine prinzipiell u¨berproportionale Bindeaffinita¨t zu
verursachen, da andere symmetrische Precursur -Moleku¨le auch der Gruppe 3 angeho¨ren
bzw. CysA mit der Nennkonzentration ebenfalls zu 28% an TGT bindet. Aus der Gruppe
1 stechen mit SB114 (24%), SB115 (36%) und CysA (28%) drei Fragmente in ihrem
Bindeverhalten hervor. Ihre chemische Struktur ist nicht durch ein einheitliches Motiv
gepra¨gt (CysA besitzt nahezu keinen ra¨umlichen Anspruch, SB115 mit Naphtylgruppe
ist hingegen sterisch deutlich anspruchsvoller). Auch liegt in der chemischen Abgrenzung
zum Rest der untersuchten Moleku¨le keine Erkla¨rung fu¨r den signifikanten Unterschied
in der Affinita¨t. Andere z.T˙. sehr a¨hnliche Fragmente binden mit deutlich niedrigerem
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prozentualen Anteil an das Protein (SB115 a¨hnlich zu TK107 & TK098 – 1 bzw.
2% gebunden, SB114 a¨hnlich zu TK110 – 3% gebunden). Gleiche Fragmente mit
differierenden Linkerla¨ngen binden nicht zum gleichen Prozentsatz, vielmehr scheint sich
die Affinita¨t ohne einheitlichen Trend zu vera¨ndern (proportional bei TK111–TK095–
TK101, antiproportional bei TZ21–TZ31–TZ41, nahezu konstant bei TK112–TK094–
TK100). Die Gesamtheit der Ergebnisse la¨sst den Schluss zu, dass die zur Verfu¨gung
stehende Fragmentbibliothek nicht zur Bindung an TGT im fokussierten Bereich
geeignet ist. Andererseits sollten sich klare, positive Trends aus dem Bindeverhalten
ableiten lassen ko¨nnen.
Die beobachtete Affinita¨t kann mit erho¨hter Konzentration u.U˙. dazu genutzt werden,
die Bindestelle strukturell zu charakterisieren. In entsprechenden Experimenten konnte
zwar eine vollsta¨ndige Sa¨ttigung des Cystein-Ankers erreicht werden (Nachweis erfolgte
fu¨r TK100 sowie CysA u¨ber denaturierende Massenspektrometrie), die anschließende
Ro¨ntgenstrukturanalyse des kistallisierten Proteins zeigte jedoch keine Elektronendichte
fu¨r den Liganden und keine sonstigen strukturellen Unterschiede zur eingesetzten
Variante TGT F92C/C158S/C281S. Es scheint entweder ein geringer Restbestand des
freien Proteins kristallisiert zu sein oder unter den Kristallisationsbedingungen ist
die kovalente Disulfidbindung zwischen Cystein und Fragment gespalten worden. Die
Strukturaufkla¨rung wurde deshalb zuna¨chst nicht weiter verfolgt.
3.8 Diskussion III: A long way ,reaching for
high-hanging fruit’ [1]
Die Fokussierung hin zu einem Startpunkt fu¨r das strukturbasierte Wirkstoffdesign eines
Interface-Inhibitors an TGT muss zuna¨chst hinterfragt werden. Die gewa¨hlte Methodik
wies zum entsprechenden Projektzeitpunkt nicht einkalkulierbare, jedoch im Nachgang
betrachtet entscheidende Nachteile auf: Das Docking und die sich anschließende Mo-
lekulardynamiksimulation der vorhandenen Fragmentbibliothek orientierten sich an
einer Rezeptorstruktur, die nach neueren Erkenntnissen nicht der tatsa¨chlich in Lo¨sung
vorliegenden Konformation entspricht. Vielmehr ist es als wahrscheinlich anzusehen,
dass sich die strukturell entscheidende Region in einer abweichenden Konformation
befindet (die durch das solvent mapping nicht nachgestellt werden konnte) und somit
die in silico abgeleiteten Aussagen u¨ber das Bindeverhalten nicht auf die experimentell
beobachtete Affinita¨t u¨bertragen werden ko¨nnen. Ein Vergleich der Bewertung der
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Fragmentaffinita¨t durch beide Methoden ist deshalb nicht statthaft.
Im experimentellen Tether-Screening zeigte sich zudem, dass die vorhandene Frag-
mentbibliothek in ihrer chemischen Charakteristik nicht auf den speziellen Rezeptor
zugeschnitten ist und keine u¨berragenden Hits gefunden bzw. verifiziert werden konn-
ten. Zum einen wurden chemisch a¨hnliche Substanzen unterschiedlich stark gebunden.
Andererseits zeigten die Mitglieder aus der Gruppe der besten Treffer keine strukturel-
le Einheitlichkeit. Zusa¨tzlich lagen ihre Bindungsanteile relativ niedrig. Methodisch
konnte gezeigt werden, dass die La¨nge des Linkers zum Cystein-Anker nicht zu einer
systematischen Verschiebung der beobachteten Bindungsanteile fu¨hrt.
Im weiteren Verlauf der Arbeit an einem Interface-Liganden fu¨r TGT sollte u.U˙. das
neu eingefu¨hrte Cys330 genutzt werden, um so, mit einem Tether -Fragment gesa¨t-
tigt, in wahrscheinlich wiederum neuer Kristallpackung kristallisiert zu werden. Die
Cys330-Cys330’-Bindung wird so blockiert und das Monomer freigesetzt. So ko¨nn-
ten neue Strukturinformationen erschlossen und der Bereich um den Loopflip bei
46-52 nochmals unter gea¨nderten Bedingungen charakterisiert werden. Im gu¨nstigsten
Fall kann sogar ein erster Hinweis auf eine Protein-Fragment-Bindung mittels der
Ro¨ntgenstrukturanalyse gewonnen werden.
Der Einsatz der Molekulardynamik fu¨r die Fragmentbewertung eines virtuellen Tether-
ings konnte trotz der U¨bertragbarkeitsdefizite einige bemerkenswerte Besonderheiten
demonstrieren. Dabei steht die Frage im Mittelpunkt, wie die Flexibilita¨t, d.h. die
Anpassungsfa¨higkeit des Rezeptors auf den Liganden sowie anders herum, beru¨cksich-
tigt werden kann. Dies ist zwar kein ausschließlich auf Protein-Protein-Interaktionen
beschra¨nktes Problem, hat aber bei dem hier untersuchten Enzym durchaus vorrangige
Relevanz (vergleiche dazu auch Gonza´lez-Ruiz und Gohlke [122] sowie Alonso et al. [133]).
So stellt sich das Interface meist als weite Bindungsregion dar, die im Gegensatz
zur ra¨umlich engen Ausrichtung in einer definierten Bindetasche dem Ligand zahlrei-
che Mo¨glichkeiten zum Einnehmen unterschiedlicher Bindungsposen la¨sst. Zwar ist
durch den Tether -Anker zuna¨chst ein Fixpunkt festgelegt, der von dort ausgehende
Richtungsvektor ist jedoch noch in viele Richtungen orientierbar. Diese Multiplizita¨t
kann eine kraftfeldbasierte Simulationsmethode wie die Molekulardynamik sehr gut
nachstellen, da sie alle Freiheitsgrade des Moleku¨ls entsprechend zula¨sst. Dabei sind
sowohl die Beweglichkeiten der Liganden, des Rezeptors als auch der vorhandenen
Lo¨semittelmoleku¨le zu beru¨cksichtigen. Die gegenseitige Beeinflussung kann sich dabei
als induced fit effect auswirken und Bindemodi aufzeigen, die ohne das Zusammenwir-
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ken aller Komponenten nicht gefunden worden wa¨ren. Zuvor abgeleitete differierende
Rezeptorkonformationen, einfache Seitenkettenrotationen oder das An- und Abschalten
von Wassermoleku¨len wu¨rden nicht diese Ergebnisse erzielen. [133] Obwohl mit dem
Grad der Detailtiefe und der Summe beru¨cksichtigter Freiheitsgrade der Rechenauf-
wand enorm steigt, ist der Vorteil im Beru¨cksichtigen multipler Konformationen fu¨r
das Ligandendesign hoch. Denn im Gegensatz zum klassischen Docking findet keine
alleinige Bewertung von Liganden hinsichtlich der Affinita¨t in einer vorgegebenen und
sich strukturell nicht anpassenden Tasche statt, sondern es werden vielmehr zusa¨tzli-
che Mo¨glichkeiten des Ligandwachstums und der induzierten Anpassung entlang der
Proteinoberfla¨che ausgekundschaftet.
Am Beispiel der TGT konnte dieser Vorteil entsprechend mit gleich vier Fragmen-
ten gezeigt werden. Dabei besetzen die Fragmente eine kleine Tasche, die zuvor mit
drei Wassermoleku¨len besetzt war. Wa¨hrend das 4-Nitrobenzylfragment SB102, das
gro¨ßte Fragment in dieser Gruppe, bis zum Ende der Simulation lediglich in die ge-
a¨nderte Richtung auf der Proteinoberfla¨che weist und die beginnende Anpassung der
Rezeptor-Ligand-Orientierung noch nicht vollsta¨ndig abgeschlossen erscheint, ragen
die anderen drei Fragmente SB106, SB127 und SB123 bereits in die Tasche hinein. Je
nach sterischem Anspruch des Liganden a¨ndert sich dabei auch die Taschengro¨ße. Das
Spektrum der Fragmentsubstituenten reicht von Trifluormethyl (SB106) u¨ber Isobutyl
(SB127) bis zu Hexyl (SB123). Diese drei Fragmente sind nicht in der Lage, gerichtete
Wasserstoffbru¨ckenbindungen auszubilden, wa¨ren also auch bei einer Bewertung u¨ber
viele Scoring-Funktionen eher benachteiligt. Der so gezeigte Ansatz fand bisher vielfach
Anwendung und wurde durch Alonso et al. in einem Review ausfu¨hrlich dargestellt. [133]
Einige Gruppen konnten z.B˙. mit dem MMPBSA-Ansatz entsprechende Bindungs-
energien in guter U¨bereinstimmung zu experimentellen Werten berechnen sowie auf
diese Weise strukturelle Voraussagen in sehr guter Na¨herung an kristallogaphische
Befunde erlangen. Einen vergleichbaren Fall zum hier betrachteten Tethering an TGT
zeigten To´th et al. mit ausgewa¨hlten Fragmenten an IL-2 bzw. IL-4. [134] Sie stellten
fest, dass der induced fit u¨ber eine Kombination aus Minimierung, Clustering und
Molekulardynamiksimulation (bezeichnet als SCI&FI - Systematic Conformational
Search & Induced Fit) am besten zu behandeln ist, wenn der Ligand u¨ber einen Tether
an das Protein gebunden ist.
Aus den genannten Vorteilen la¨sst sich die Annahme ableiten, dass der Tethering-
Ansatz in einer in silico Implementierung ein zukunftsfa¨higes Instrument fu¨r das
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Virtual Screening darstellt. Die Vorbereitung einer umfangreichen Bibliothek aus Frag-
mentmoleku¨len la¨sst sich leicht automatisieren, der Austausch gebundener Gruppen,
die Kombination mit verschiedenen Linkerla¨ngen sowie die einfach umzusetzende in
silico Mutation des Cystein-Ankers erlauben einen breiten chemischen Suchraum und
die flexible Anpassung auf das zu bearbeitende Zielprotein. Eine einfache Umsetzung
des Extended-Tethering [123] ist zudem mo¨glich, bei dem die Tether -Fragmente mit
funktionellen Gruppen ausgestattet werden, die selbst fu¨r ein zweites Tethering als
Ankerpunkt dienen ko¨nnen. Die Bewertung u¨ber ein Clustering der konformativen
Zusta¨nde des Liganden u¨ber den Zeitraum der Simulation ist eine Standardmethode.
Insbesondere im Gegensatz zur aufwa¨ndigen gentechnischen Mutation des Enzyms ist
ein besonderer Zeit- und Kostenvorteil zu sehen. Nichtsdestotrotz bleibt jede Technik,
die Molekulardynamik nutzt, computerseitig sehr anspruchsvoll. Optimierte Programm-
codes und neue Entwicklungen im Bereich des GPU-Computings bedingen jedoch
eine zunehmende Reduzierung der Laufzeiten solcher Simulationen. Beru¨cksichtigt
man, dass die Anfa¨nge des fragmentbasierten Wirkstoffdesigns gerade zwei Jahrzehnte
zuru¨ckliegen [17], ist das Potential der Methode offensichtlich.
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Die hier vorgestellte Arbeit verfolgte mehrere Ziele. Zuna¨chst wurde auf methodischer
Ebene die Arbeit an Protein-Protein-Interfaces hinsichtlich des computerunterstu¨tzten
strukturbasierten Wirkstoffdesigns in Angriff genommen. Die Basis dafu¨r bildete das
in der Arbeitsgruppe etablierte Zielenzym tRNA-Guanin Transglycosylase aus Zymo-
monas mobilis. Zu Beginn der Arbeit konnte auf die hochaufgelo¨ste Proteinstruktur
des Homodimers, Kenntnisse der enzymatischen Funktion sowie einen umfangreichen
Erfahrungsschatz hinsichtlich der Charakterisierung des apo-Proteins zuru¨ckgegriffen
werden. Erste Hinweise auf strukturelle A¨nderungen bei zielgerichteter Mutation im
Interface-Bereich bildeten die Motivation fu¨r eine umfassende Betrachtung der vor-
liegenden Bindungsverha¨ltnisse im Protein-Protein-Kontakt sowie die Sto¨rung des
enzymatisch aktiven Dimers mit Ausbildung der inaktiven monomeren Form auch auf
experimenteller Ebene.
Ausgehend von einer intensiven Charakterisierung des TGT Dimers unter Zuhilfenahme
von statistischer Analyse der Wasserstoffbru¨cken in allen TGT Strukturen aus der RCSD-
Proteindatenbank (PDB), sowie verschiedener Molekulardynamiksimulationen des
Wildtyps und ausgewa¨hlter, in silico mutierter Enzymvarianten wurden die Hot-Spots
der Protein-Protein-Interaktion abgescha¨tzt und die Variante TGT W326E/E339Q zur
experimentellen Validierung ausgewa¨hlt.
Nach erfolgter Mutagenese und Produktion des Proteins in E.coli wurde der Oligome-
risierungsgrad via nativer Massenspektrometrie als Monomer bestimmt und daraufhin
eine vollsta¨ndige Charakterisierung aus struktureller und funktioneller Sicht durch-
gefu¨hrt. Dabei trat eine verminderte enzymatische Aktivita¨t auf, mit der bei einer
Dissoziation unter Bildung eines hohen Anteils an Monomer gerechnet werden durfte.
Die Kristallstruktur des Proteins zeigte sich in gewohnter Symmetrie hinsichtlich der
Packung im Kristall, sodass die Ausbildung eines kristallographischen Dimers, das dem
funktionalen Dimer des Wildtyps entspricht, gefunden wurde. Abweichungen in der
Struktur ergaben sich im Interfacebereich in einem Loop, der von den Aminosa¨uren 46
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bis 52 gebildet wird.
Die Auspra¨gung der konformativen A¨nderung in Zusammenhang mit der zuvor durch-
gefu¨hrten Hot-Spot-Analyse deuteten auf ein fu¨r die Stabilisierung des Dimers ent-
scheidendes Strukturmotiv hin: einen Cluster aromatischer Aminosa¨uren. Darin bilden
die Aminosa¨uren Trp326, Tyr330, Phe92’ und His333, durch pi-Stacking miteinander
verbunden, ein Netzwerk u¨ber die zwei Polypeptidketten aus, das wiederum ein Netz-
werk von Wasserstoffbru¨ckenbindungen unterstu¨tzt. Durch die C2-Symmetrie ist dieses
Cluster je Enzymkomplex zweifach ausgebildet.
Im Folgenden wurde dieses Netzwerk durch die Mutationen F92C sowie Y330C auf-
gebrochen und die Wirkung hinsichtlich der Monomerisierung gepru¨ft. In allen Fa¨l-
len konnte ein u¨berwiegender Monomeranteil festgestellt werden. Die Strukturauf-
kla¨rung ergab fu¨r TGT F92C/C158S/C281S die gleichen Befunde wie fu¨r TGT
C158S/C281S/W326E/E339Q. Bei TGT Y330C kam es spontan zur kovalenten Dimeri-
sierung durch Ausbildung einer Disulfidbru¨cke Cys330–Cys330’, sobald Kristalle unter
bestimmten Bedingungen gezu¨chtet wurden. Dies fu¨hrte zu einer gea¨nderten Orientie-
rung der Monomere untereinander, damit zu einer neuartigen Anordnung im Kristall
und Ausbildung der Kristalle in der fu¨r TGT bisher nicht beobachteten Raumgruppe
P6522. Unter anderen Kristallisationsbedingungen wurde hingegen die Struktur des
Wildtyps in der regula¨ren Raumgruppe C2 gefunden.
Zwar ist damit noch nicht abschließend die letztgu¨ltige Strukturaufkla¨rung des TGT
Monomers erreicht, jedoch in der Raumgruppe P6522 la¨sst die Anordnung der Moleku¨le
eine weitgehende konformative Freiheit im eigentlichen Interface-Bereich zu. Trotzdem
kommt es wiederum nur zu einer Umorientierung des Loops 46 bis 52 - interessanterweise
in einer zuvor nicht beobachteten Konformation. Diese neue Anordnung ist zudem
mit der Ausbildung des C2-symmetrischen Dimerinterface nicht kompatibel. Daher
wa¨re mit einer Stabilisierung dieser Konformation durch einen Liganden in der Lage
die Bildung des funktionalen Dimers zu vereiteln. Die Bestimmung der monomeren
Struktur bleibt eine noch zu lo¨sende Aufgabe. Fu¨r die Generierung des Monomers kann
nun zusa¨tzlich die Aminosa¨ure Cys330 genutzt werden, indem hier die Dimerisierung
sto¨rende Liganden analog zum Tethering kovalent gebunden werden. Ebenfalls bleibt
der Beitrag von His333 experimentell zu erschließen.
Eine erste Untersuchung hinsichtlich eines PPI-Liganden mittels kovalenten Fragment-
Screenings (Tetherings) fußte auf Erkenntnissen u¨ber die Enzymvariante TGT
F92C/C158S/C281S. Mo¨gliche Docking-Posen in einer durch die konformative A¨n-
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derung des Loopbereichs 46 bis 52 frei gewordene Tasche wurden in dieser Arbeit
mittel Molekulardynamik-Simulationen na¨her analysiert. Zur Bewertung wurde eine
statistische Auswertung des Clusterings der Bewegungsprofile herangezogen. Die vorge-
nommene Klassifizierung ermo¨glichte nicht nur die Trennung von potentiell bindenden
und nicht-bindenden Liganden; zusa¨tzlich konnte die mo¨gliche Relevanz einer weiteren
Subtasche der Startstruktur aufgekla¨rt werden.
Eine anschließende Validierung der in silico gewonnenen Erkenntnisse mittels MS
gekoppelten Tetherings einer verfu¨gbaren Fragment-Bibliothek von ca. 50 Liganden an
TGT F92C/C158S/C281S zeigte, dass die in Lo¨sung vorliegende Faltung des Loops
vermutlich nicht mit der fu¨r die in silico Berechnungen genutzten Startstruktur u¨ber-
einstimmt. Das experimentell beobachtete Affinita¨tsprofil der Tether -Fragmente deckt
sich nicht mit den Rechenergebnissen, die betrachtete Tasche ist mithin ho¨chstwahr-
scheinlich nicht in der Gestalt ausgepra¨gt, wie zuna¨chst angenommen. Viele Mitglieder
der Bibliothek erscheinen demnach auch nicht zur Bindung im untersuchten Bereich
des TGT-Interface geeignet. Fu¨r einige wenige Fragmente konnte allerdings massen-
spektrometrisch eine signifikanter Anteil hinsichtlich der kovalenten Verknu¨pfung an
Cys92 nachgewiesen werden. Eine Proteinstrukturbestimmung mit gebundenem Tether
war auf Grund ausbleibender Kristallisation nicht mo¨glich.
Fu¨r die Adressierung des Protein-Protein-Interface der TGT mit einem potenten Li-
gandmoleku¨l bleiben so noch einige Aufgaben offen. U¨ber ein neues Screening an Cys330
und die intensive Suche nach Bedingungen fu¨r ein genu¨gendes Kristallwachstum ko¨nnen
beide Stra¨nge dieser Arbeit zusammengefu¨hrt werden. Die Nutzung der gezeigten
Methodik zur in silico Bewertung der kovalent gebundenen Liganden la¨sst sich dabei
erneut anwenden. Der chemische Raum der Fragmentbibliothek sollte dazu zielgerichtet
erweitert werden. Bis schließlich ein PPI-Ligand an TGT zur Verfu¨gung stehen wird,
sind noch zahlreiche Anstrengungen zu unternehmen. In dieser Arbeit konnten die
entscheidenden Bindeverha¨ltnisse am Interface vorhergesagt sowie verifiziert werden.
Weiterhin wurden methodische Vorarbeiten zur Ligandentwicklung geleistet und Ideen
fu¨r die na¨chsten Schritte hin zur ’high-hanging fruit’ eines nicht kompetitiv wirkenden
Protein-Protein-Interface-Antagonisten an tRNA-Guanine Transglycosylase entwickelt.
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A Nukleotidsequenz des TGT Wildtyp
ZM10
Die abgedruckte Sequenz codiert fu¨r den Wildtyp der tRNA-Guianin Transglycosylase
und wurde in 2010 aus der Peptidsequenz mit optimierten Codons fu¨r die Expression in
E.coli durch die Firma GENEART, Regensburg, abgeleitet. Die Vorsequenz beinhaltet
das Start-Codon, einen Linker (2 AS), den Streptag (8 AS), den Kinker (6 AS) und
die Thrombin-Schnittstelle (6 AS). Nach dem Thrombin-Schnitt verbleiben die letzten
zwei Aminosa¨uren Gly und Ser am Zielprotein.
001* ATGGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATCTGGTGGTGGTGGTGGTCTGGTTCCG
001* M A S W S H P Q F E K S G G G G G L V P
061* CGTGGCTCC
021* R G S
0001 ATGGTTGAAGCAACCGCACAAGAAACCGATCGTCCGCGTTTTAGCTTTAGCATTGCAGCA
0001 M V E A T A Q E T D R P R F S F S I A A
0061 CGTGAAGGTAAAGCACGTACCGGCACCATTGAAATGAAACGTGGTGTTATTCGTACCCCT
0021 R E G K A R T G T I E M K R G V I R T P
0121 GCATTTATGCCGGTTGGCACCGCAGCAACCGTTAAAGCACTGAAACCGGAAACCGTTCGT
0041 A F M P V G T A A T V K A L K P E T V R
0181 GCAACCGGTGCAGATATTATTCTGGGTAATACCTATCATCTGATGCTGCGTCCGGGTGCA
0061 A T G A D I I L G N T Y H L M L R P G A
I
A Nukleotidsequenz des TGT Wildtyp ZM10
0241 GAACGTATTGCAAAACTGGGTGGTCTGCATAGCTTTATGGGTTGGGATCGTCCGATTCTG
0081 E R I A K L G G L H S F M G W D R P I L
0301 ACCGATAGCGGTGGTTATCAGGTTATGAGCCTGAGCAGCCTGACCAAACAGAGCGAAGAA
0101 T D S G G Y Q V M S L S S L T K Q S E E
0361 GGTGTTACCTTTAAAAGCCATCTGGATGGTAGCCGTCATATGCTGAGTCCGGAACGTAGC
0121 G V T F K S H L D G S R H M L S P E R S
0421 ATTGAAATTCAGCATCTGCTGGGTAGCGATATTGTTATGGCATTTGATGAATGTACCCCG
0141 I E I Q H L L G S D I V M A F D E C T P
0481 TATCCGGCAACCCCGAGCCGTGCAGCAAGCAGCATGGAACGTAGTATGCGTTGGGCAAAA
0161 Y P A T P S R A A S S M E R S M R W A K
0541 CGTAGCCGTGATGCATTTGATAGCCGTAAAGAACAGGCAGAAAATGCAGCACTGTTTGGT
0181 R S R D A F D S R K E Q A E N A A L F G
0601 ATTCAGCAGGGTAGCGTTTTTGAAAATCTGCGTCAGCAGAGCGCAGATGCACTGGCAGAA
0201 I Q Q G S V F E N L R Q Q S A D A L A E
0661 ATTGGTTTTGATGGTTATGCAGTTGGTGGTCTGGCAGTTGGTGAAGGTCAGGATGAAATG
0221 I G F D G Y A V G G L A V G E G Q D E M
0721 TTTCGTGTTCTGGATTTTAGCGTTCCGATGCTGCCGGATGATAAACCGCATTATCTGATG
0241 F R V L D F S V P M L P D D K P H Y L M
0781 GGTGTTGGTAAACCGGATGATATTGTTGGTGCAGTTGAACGTGGCATCGATATGTTTGAT
0261 G V G K P D D I V G A V E R G I D M F D
0841 TGTGTTCTGCCGACCCGTAGCGGTCGTAATGGTCAGGCATTTACCTGGGATGGTCCGATT
0281 C V L P T R S G R N G Q A F T W D G P I
II
0901 AACATTCGTAATGCACGTTTTAGCGAGGATCTGAAACCGCTGGATAGCGAATGTCATTGT
0301 N I R N A R F S E D L K P L D S E C H C
0961 GCAGTTTGTCAGAAATGGAGCCGTGCCTATATTCATCATCTGATTCGTGCAGGTGAGATT
0321 A V C Q K W S R A Y I H H L I R A G Q I
1021 CTGGGTGCAATGCTGATGACCGAACATAATATTGCCTTTTATCAGCAGCTGATGCAGAAA
0341 L G A M L M T E H N I A F Y Q Q L M Q K
1081 ATTCGCGATAGCATTAGCGAAGGTCGTTTTAGCCAGTTTGCACAGGATTTTCGTGCACGT
0361 I R D S I S E G R F S Q F A Q D F R A R
1121 TATTTTGCACGCAACAGCTAA
0381 Y F A R N S stop
Plasmid-Karte fu¨r ZM10 in pASK-IBA13plus. Quelle: Fa. Geneart.
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IV
B Massenspektren exprimierter TGT
Varianten
TGT F92C/C158S/C281S, Theoretische Masse 42 937.6 Da inkl. Gly und Ser von Strep-Tag
TGT C158S/C281S/W326E/E339Q, Theoretische Masse 42 923.6 Da inkl. Gly und Ser von Strep-Tag
V
B Massenspektren exprimierter TGT Varianten
TGT Y330I, Theoretische Masse 42 963.8 Da inkl. Gly und Ser von Strep-Tag
TGT Y330C, Theoretische Masse 42 953.7 Da inkl. Gly und Ser von Strep-Tag
TGT Y330D, Theoretische Masse 42 965.7 Da inkl. Gly und Ser von Strep-Tag
VI
TGT E339Q, Theoretische Masse 43 012.8 Da, inkl. Gly und Ser von Strep-Tag, mo¨gliches Addukt
Na+
TGT K52M, Theoretische Masse 42 741.5 Da, Expression ohne Strep-Tag am Beginn der Sequenz
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TGT
K52M
TGT
E339Q
TGT
F92C/C158S/C281S
pdb-Code 4DXX 3UNT 4DY1
Datensammlung
Beamline BESSY 14.2 BESSY 14.2 BESSY 14.2
Wellenla¨nge 0.918 41 A˚ 0.918 41 A˚ 0.918 41 A˚
Raumgruppe C121 C121 C121
Zelle
a 91.2 91.3 90.8
b 64.9 64.9 64.6
c 70.1 70.2 71.1
α 90.0 90.0 90.0
β 96.0 96.0 96.4
γ 90.0 90.0 90.0
Diffraktionsdaten
Auflo¨sungsbereich 50.0 - 1.66
(1.69 - 1.66)
30.0 - 1.80
(1.83 - 1.80)
50.0 - 2.04
(2.09 - 2.04)
Anzahl der Reflexe 47912(2330) 36234 (1618) 25405(1085)
R(I)sym 0.049 (0.285) 0.089 (0.283) 0.100 (0.375)
Vollsta¨ndigkeit 99.6% (96.6%) 95.7% (87.5%) 97.9% (84.4%)
Redundanz 2.6 (2.5) 2.7 (2.0) 3.6 (2.3)
I/σ(I) 18.1 (3.8) 10.9 (2.8) 11.6 (2.2)
Verfeinerung
Auflo¨sungsbereich 34.9 - 1.66
(1.69 - 1.66)
18.9 - 1.80
(1.85-1.80)
25.2 - 2.04
(2.13 - 2.04)
Anzahl der Reflexe 47886 (2768) 36210 (2421) 23698 (2118)
R-Werte:
Rfree 0.1990 (0.2521) 0.1847 (0.2456) 0.2200 (0.2710)
Rwork 0.1658 (0.2249) 0.1536 (0.2034) 0.1660 (0.2009)
Nicht-Wasserstoff-Atome:
Protein 2989 2899 2916
Wasser 421 399 362
sonstige Liganden 23 3
Abweichungen von idealer
Geometrie (rmsd):
Winkel 1.084 1.036 1.053
Bindungen 0.006 0.007 0.007
Ramachandram
(Procheck [135]):
favorisiert 95.3% 95.0% 95.8%
erlaubt 4.4% 4.7% 3.5%
toleriert 0.3% 0.3% 0.6%
verboten 0.0% 0.0% 0.0%
mittlere B-Werte:
Protein 15.62 15.66 21.25
Wasser 28.55 27.57 30.38
Werte in Klammern beziehen sich auf die ho¨chste Auflo¨sungsschale.
X
TGT
330C
TGT
330C
TGT C158S/
C281S/W326E/E339Q
pdb-Code 4HTB 4JBR 3UVI
Datensammlung
Beamline BESSY 14.2 BESSY 14.2 BESSY 14.2
Wellenla¨nge 0.918 41 A˚ 0.918 41 A˚ 0.918 41 A˚
Raumgruppe C121 P6522 C121
Zelle
a 91.0 127.6 91.0
b 64.7 127.6 65.0
c 70.6 116.3 70.5
α 90.0 90.0 90.0
β 95.5 90.0 95.6
γ 90.0 120.0 90.0
Diffraktionsdaten
Auflo¨sungsbereich 30.0 - 1.90
(1.93 - 1.90)
30.0 - 2.92
(2.97 - 2.92)
50.0 - 1.55
(1.58 - 1.55)
Anzahl der Reflexe 31561 (1565) 12637 (619) 58805 (2729)
R(I)sym 0.102 (0.342) 0.100 (0.441) 0.060 (0.274)
Vollsta¨ndigkeit 98.1% (99.2%) 100% (100%) 99.0% (89.7%)
Redundanz 2.6 (2.5) 15.0 (16.3) 3.0 (2.2)
I/σ(I) 9.49 (1.90) 29.74 (6.06) 16.08 (2.78)
Verfeinerung
Auflo¨sungsbereich 29.1 - 1.90
(1.96 - 1.90)
28.11 - 2.92
(3.15 - 2.92)
35.0 - 1.55
(1.58 - 1.55)
Anzahl der Reflexe 31527 (2676) 12578 (2313) 58746 (2416)
R-Werte:
Rfree 0.2137 (0.3072) 0.2455 (0.3459) 0.1907 (0.2830)
Rwork 0.1799 (0.2488) 0.2031 (0.2433) 0.1647 (0.2292)
Nicht-Wasserstoff-Atome:
Protein 2853 2782 3029
Wasser 272 121 479
sonstige Liganden 27 5 41
Abweichungen von idealer
Geometrie (rmsd):
Winkel 0.906 0.665 1.054
Bindungen 0.005 0.003 0.006
Ramachandran
(Procheck [135]):
favorisiert 98.9% 96.2% 94.7%
erlaubt 0.55% 3.5% 4.7%
toleriert 0.55% 0.3% 0.3%
verboten 0.0% 0.0% 0.3%
mittlere B-Werte:
Protein 26.55 46.71 15.04
Wasser 35.88 37.11 29.69
Werte in Klammern beziehen sich auf die ho¨chste Auflo¨sungsschale.
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D Geometrische Auswertung der
MD-Simulationen verschiedener
Tether-Fragmente
n bezeichnet die Anzahl der Methylengruppen im Tether -Linker zwischen Disulfid
und Amidgruppe zum Tether -Substituent. C bezeichnet die Anzahl der zugeordneten
Cluster durch ptraj fu¨r die letzten 10 ns der MD.
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